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ABSTRACT

ANTIDIABETIC AND ANTIOXIDANT ACTIVITY TEST OF 96%
ETHANOL EXTRACT OF TAPAK LIMAN LEAVES (ELEPHANTOPUS
SCABER L.) IN VITRO WITH ALPHA-GLUCOSIDASE ENZYME
INHIBITION TEST

By
Aditia Leo Hasmal

Diabetes mellitus is a chronic metabolic disorder characterized by hyperglycemia
resulting from impaired insulin secretion or action and is closely associated with
oxidative stress. The exploration of medicinal plants as alternative antioxidant and
antidiabetic agents has increased, including Elephantopus scaber L. leaves, which
contain various bioactive secondary metabolites. This study aimed to determine the
extraction yield as well as the antioxidant and antidiabetic activities of the 96%
ethanol extract of Elephantopus scaber L. leaves in vitro. The extraction process
was carried out using the maceration method with 96% ethanol, producing an
extract yield of 16.267% w/w. Antioxidant activity was evaluated using the DPPH
method, while antidiabetic activity was assessed through a-glucosidase inhibition
assay with acarbose as a positive control. Phytochemical screening indicated the
presence of flavonoids, alkaloids, saponins, phenolic compounds, and tannins. The
antioxidant assay showed an ICso value of 96.3089 pL/mL, indicating strong
antioxidant activity. In the antidiabetic assay, the extract exhibited an ICso value of
212.7 ppm for a-glucosidase inhibition, whereas acarbose showed an ICso value of
275.0 ppm. These findings suggest that the 96% ethanol extract of Elephantopus
scaber L. leaves has potential as an antioxidant and antidiabetic agent in vitro.

Keywords: Elephantopus scaber L., antioxidant, antidiabetic, o-glucosidase,
extraction yield



ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANTI DIABETES DAN ANTIOKSIDAN EKSTRAK
ETANOL 96% DAUN TAPAK LIMAN (Elephantopus Scaber L.) SECARA
IN-VITRO DENGAN UJI PENGHAMBATAN ENZIM ALFA-
GLUKOSIDASE

Oleh

Aditia Leo Hasmal

Diabetes melitus merupakan penyakit metabolik kronis yang ditandai dengan
hiperglikemia akibat gangguan sekresi maupun kerja insulin serta berkaitan dengan
peningkatan stres oksidatif. Pemanfaatan tanaman obat sebagai alternatif terapi
antidiabetes dan antioksidan terus dikembangkan, salah satunya daun tapak liman
(Elephantopus scaber L.) yang diketahui mengandung berbagai senyawa metabolit
sekunder. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui rendemen ekstrak serta
aktivitas antioksidan dan antidiabetes ekstrak etanol 96% daun tapak liman secara
in vitro. Proses ekstraksi dilakukan menggunakan metode maserasi dengan pelarut
etanol 96% dan menghasilkan rendemen ekstrak sebesar 16,267% b/b. Aktivitas
antioksidan ditentukan menggunakan metode DPPH, sedangkan aktivitas
antidiabetes diuji melalui penghambatan enzim a-glukosidase dengan akarbosa
sebagai kontrol positif. Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol
96% daun tapak liman mengandung flavonoid, alkaloid, saponin, fenolik, dan tanin.
Uji aktivitas antioksidan menunjukkan nilai ICso sebesar 96,3089 puL/mL yang
tergolong memiliki aktivitas antioksidan kuat. Pada uji aktivitas antidiabetes,
ekstrak menunjukkan nilai ICso penghambatan enzim a-glukosidase sebesar 212,7
ppm, sedangkan akarbosa memiliki nilai ICso sebesar 275,0 ppm. Berdasarkan hasil
tersebut, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol 96% daun tapak liman berpotensi
sebagai agen antioksidan dan antidiabetes secara in vitro.

Kata kunci: Elephantopus scaber L., antioksidan, antidiabetes, a-glukosidase,
rendemen ekstrak.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes menjadi salah satu ancaman yang besar bagi kesehatan dunia di era
modern (Yarnita et al., 2023). Diabetes melitus atau penyakit kencing manis
dapat diderita oleh semua kalangan dan terjadi dalam jangka waktu panjang
sampai seumur hidup. Menurut Lestari et al., (2021) menyatakan bahwa
Diabetes melitus (DM) disebabkan oleh gangguan metabolisme yang terjadi
pada organ pankreas yang ditandai dengan peningkatan gula darah atau sering
disebut dengan kondisi hiperglikemia yang disebabkan karena menurunnya
jumlah insulin dari pankreas. Penyakit DM dapat menimbulkan berbagai
komplikasi baik makrovaskuler maupun mikrovaskuler. Penyakit DM dapat
mengakibatkan gangguan kardiovaskular yang dimana merupakan penyakit
yang terbilang cukup serius jika tidak secepatnya diberikan penanganan
sehingga mampu meningkatkan penyakit hipertensi dan infark jantung (Zakir
etal., 2023).

Data dari International Diabates Federation (IDF) menunjukkan jumlah
penderita diabetes di dunia pada tahun 2024 diperkirakan terdapat 589 juta
orang dewasa berusia 20-79 tahun yang menderita diabetes (11,1% dari seluruh
orang dewasa dalam kelompok usia ini). Pada tahun 2050, jumlah orang
dewasa yang menderita diabetes diperkirakan akan meningkat menjadi 852,5
juta. Sementara populasi dunia diperkirakan tumbuh 25% selama 25 tahun ke
depan, jumlah penderita diabetes diperkirakan meningkat sebesar 45%.
Indonesia merupakan negara yang menduduki rangking kelima dari jumlah

penyandang diabetes terbanyak setelah China, India, Amerika Serikat dan



Pakistan. Selain itu, penderita DM di Indonesia diperkirakan akan meningkat
pesat hingga 2-3 kali lipat pada tahun 2050 (I/nternational Diabetes Federation,
2025).

Sebagian besar masyarakat percaya bahwa obat-obatan tidak selamanya harus
menggunakan obat kimia, banyak masyarakat yang masih percaya bahwa obat
yang paling aman didapatkan dari alam itu sendiri salah satunya adalah tapak
liman. Daun tapak liman (Elephantopus Scaber L) merupakan salah satu
tanaman herbal yang secara empiris memiliki banyak kegunaan seperti
sariawan, radang rahim, demam, pneumonia, dan diare (Hidayah,Z.A 2022).
Pada penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96%
pada daun tapak liman memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Shigella
disentri, juga bakteri E. coli, S. aureus, P.aeruginosa, dan Vibrio sp. Selain itu
juga tapak liman disebutkan mengandung senyawa metabolit seperti flavonoid,
fenol, dan saponin serta dalam beberapa penelitian juga di temukan adanya

tanin, terpenoid, serta antioksidan (Florensia & Andi Wijaya, 2023).

Antioksidan dan antidiabetes memiliki hubungan yang erat karena adanya stres
oksidatif. Stres oksidatif dan kerusakan oksidatif pada jaringan biasanya
berakhir dengan timbulnya penyakit kronis seperti diabetes (Maritim et al.,
2003). Sumber stres oksidatif pada diabetes diantaranya perbaikan
keseimbangan reaksi redoks karena perubahan metabolisme karbohidrat dan
lipid yang akan meningkatkan pembentukan radikal bebas dari reaksi glikasi
dan oksidasi lipid sehingga menurunkan sistem pertahanan antioksidan.
Pemberian antioksidan dapat mengurangi stres oksidatif bagi penderita DM
tipe 1 baik kronik maupun akut. Sedangkan pada pasien DM tipe 2 sebagian
besar antioksidan dalam plasma dapat berkurang dikarenakan komplikasi
diabetes yang menyebabkan berbagai komplikasi antara penyakit jantung

koroner lainnya (Tritisari ef al., 2017).

Enzim a-glukosidase berperan penting dalam pencernaan karbohidrat menjadi

glukosa di usus halus. Penghambatan aktivitas enzim ini dapat memperlambat



absorpsi glukosa ke dalam darah, sehingga mencegah lonjakan gula darah
pascamakan (postprandial) (Alssema et al., 2021). Uji penghambatan o-
glukosidase menjadi metode yang relevan untuk mengevaluasi potensi
antidiabetes suatu senyawa. Sinergi antara aktivitas antioksidan dan
penghambatan a-glukosidase pada ekstrak ini belum banyak diteliti, meskipun
kedua mekanisme tersebut saling melengkapi dalam mengendalikan
hiperglikemia dan mencegah komplikasi DM. Menurut penelitan yang
dilakukan oleh Tritisari et al., (2017) antioksidan dapat mengurangi kerusakan
oksidatif pada jaringan, sementara inhibisi a-glukosidase mengontrol kadar
glukosa darah secara langsung. Pada penelitian yang dilakukan oleh Singh &
Kumar, (2017) Aktivitas antidiabetes Elephantopus scaber diuji melalui
penghambatan enzim a-amilase menggunakan metode pati-yodium dan DNS.
Ekstrak menunjukkan aktivitas penghambatan pada konsentrasi 0,1-0,5 mg/ml
dengan nilai ICso masing-masing 0,522 + 0,05 mg/ml (pati-yodium) dan 0,364
+ 0,04 mg/ml (DNS). Sebagai pembanding, akarbosa memiliki ICso < 0,025
mg/ml dan 0,032 mg/ml. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak E. scaber
memiliki  potensi antidiabetes meskipun aktivitasnya lebih rendah

dibandingkan akarbosa.

Namun, diperlukan penelitian lebih lanjut secara mendalam untuk mengungkap
potensi ekstrak etanol daun tapak liman dalam menghambat enzim a-
glukosidase sekaligus aktivitas antioksidannya, sehingga dapat memberikan
dasar ilmiah yang kuat bagi pengembangan terapi herbal antidiabetes yang
efektif dan aman. Berdasarkan uraian di atas, peneliti tertarik untuk melakukan
penelitian terkait aktivitas antidiabetes yang lebih berfokus pada inhibitor
enzim o-glukosidase ekstrak etanol 96% daun tapak liman (Elephantopus

Scaber L.).

1.2 Rumusan Masalah

1. Apa saja kandungan metabolit sekunder dan karakterisasi senyawa dari

ekstrak etanol 96% daun Tapak Liman (Elephantopus Scaber L.) ?



2. Berapa aktivitas antioksidan ekstrak etanol 96% daun Tapak Liman
(Elephantopus Scbaer 1..)?
3. Berapa aktivitas penghambatan (ICso) ekstrak etanol 96% daun Tapak

Liman (Elephantopus Scaber L.) terhadap enzim o-glukosidase?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Adapun tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas
antidiabetes ekstrak etanol 96% daun Tapak Liman (Elephantopus
Scaber L.) secara in-vitro dengan uji penghambatan enzim o-

glukosidase.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui kandungan metabolit sekunder dari ekstrak etanol 96%
daun tapak liman (Elephantopus Scaber L.).

2. Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak etanol 96% daun tapak
liman (Elephantopus Scaber L.) dengan ekstraksi menggunakan
metode maserasi.

3. Mengetahui aktivitas penghambatan (ICso) ekstrak etanol 96% daun
tapak liman (Elephantopus Scaber L.) terhadap enzim a-glukosidase

dengan ekstraksi menggunakan metode maserasi.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Bagi Peneliti

Penelitian ini diharapkan dapat mempeluas pengetahuan dan wawasan,
serta mendukung pengembangan kemampuan ilmiah, terutama yang
berkaitan dengan aktivitas penghambatan enzim o-glukosidase oleh

ekstrak etanol 96% daun Tapak Liman (Elephantopus Scaber L.).



1.4.2 Manfaat Bagi Peneliti Lain

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi serta
menjadi acuan atau dasar bagi penelitian selanjutnya terkait aktivitas
antidiabetes dari ekstrak etanol 96% daun tapak liman (Elephantopus
Scaber L.).

1.4.3 Manfaat Bagi Institusi terkait

Hasil penelitian ini diharapkan dapat merepresentasikan visi dan misi
Fakultas Kedoktetan Unila dalam bidang penelitian, khususnya pada
pengembangan agromedicine. Selain itu, penelitian ini dapat menjadi
sumber referensi sekaligus inovasi dalam pemanfaatan bahan alam
sebagai agen farmakologi, sehingga mampu memperluas wawasan serta

pemahaman mahasiswa di masa mendatang.

1.4.4. Manfaat Bagi Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi informasi
bagi masyarakat mengenai pemanfaatan bahan alam sebagai alternatif
obat dalam upaya meningkatkan derajat kesehatan, khususnya melalui

penggunaan tanaman Tapak Liman (Elephantopus Scaber L.).



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tapak Liman
2.1.1 Taksonomi

Menurut Mariska et al., (2024) taksonomi tapak liman diklasifikasikan
sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Asterales
Famili : Asteraceae
Genus : Elephantopus

Spesies : Elephantopus Scaber L.

2.1.2 Morfologi

Tapak liman (Elephantopus scaber L.) merupakan tanaman liar yang
banyak ditemukan di Indonesia, terutama pada lahan yang teduh dan
tidak terkena paparan sinar matahari langsung. Tanaman ini tumbuh
tegak dengan tinggi berkisar antara 30 hingga 60 cm, memiliki batang
yang relatif pendek, bercabang, serta tampak kokoh. Sistem
perakarannya berupa akar serabut, sedangkan daunnya berbentuk
lonjong dengan ujung meruncing pada bagian pangkal. Daun tersebut
tersusun melingkar dengan ukuran panjang sekitar 10—15 cm. Tapak

liman memiliki daun berbentuk bulat memanjang, runcing, tepi



daunnya bergerigi, bagian atas daunnya berambut berwarna hijau tua

(Mariska et al., 2024).

Gambar 2.1. Daun Tapak Liman (Dokumentasi pribadi)

2.1.3 Kandungan Senyawa Kimia Daun Tapak Liman (Elephantous
Scaber L)

Tanaman daun tapak liman (Elephantopus Scaber L) mengandung
beberapa metabolit sekunder seperti flavonoid, fenol, tanin, dan
saponin selain itu juga tapak liman juga memiliki aktivitas

antioksidan, antibakteri, serta antivirus (Hardiana et al., 2024).

Berdasarkan penelitian sebelumnya tanaman tapak liman
(Elephantopus Scaber L..) mempunyai beberapa sifat farmakologis
seperti antibakteri, dalam penelitian yang dilakukan oleh (Zendrato et
al., 2021) ekstrak dari daun tapak liman (Elephantopus Scaber L.)
memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan bakteri Shigella Disentri
sebesar 65,4% dari konsentrasi 2,5% (9,3 mm), 5% (10,8 mm), 7,5%
(11,3 mm), 10% (11,8 mm), K+ (31.8 mm), dan K-(0). Selain itu
tumbuhan herbal tapak liman (Elephantopus scaber L.) diketahui
memiliki kandungan flavonoid yang sangat tinggi. Flavonoid
bertindak sebagai antioksidan dan mengurangi kerusakan sel B di
pankreas atau jaringan lain, sehingga dapat menurunkan gula darah

(Nurjanah, 2023).



2.2 Senyawa Metabolit Sekunder

2.2.1 Definisi

Metabolit sekunder merupakan senyawa hasil biosintesis tumbuhan yang
berfungsi sebagai mekanisme pertahanan terhadap lingkungan dan
organisme lain, antara lain melalui penginduksian kerontokan bunga,
buah, maupun daun sehingga keberlangsungan pertumbuhan tanaman
tetap terjaga. Senyawa ini memiliki berbagai manfaat, seperti melindungi
tumbuhan dari herbivora serta hewan penyebar biji, menghambat
pertumbuhan jamur dan bakteri, berperan sebagai tempat penyimpanan
cadangan nutrisi, serta memberikan perlindungan terhadap paparan sinar

ultraviolet (Divekar et al., 2022).

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang terdapat pada tumbuhan
dan meskipun kurang dikenal oleh masyarakat, senyawa ini memiliki
potensi besar sebagai sumber bahan obat. Senyawa metabolit umumnya
berbentuk molekul kecil dengan struktur yang beragam, di mana setiap
jenisnya memiliki fungsi dan peran spesifik (Khafid et al., 2023).
Kandungan metabolit sekunder pada tumbuhan diketahui memiliki
berbagai aktivitas farmakologis yang mendukung pemanfaatannya
sebagai tanaman obat herbal. Senyawa tersebut dapat dikelompokkan ke
dalam beberapa golongan, antara lain alkaloid, tanin, polifenol,
monoterpenoid dan seskuiterpenoid, kuinon, glikosida, flavonoid,

triterpenoid dan steroid, serta saponin (Fikayuniar et al., 2024).

2.2.2 Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik merupakan kelompok metabolit sekunder yang terdapat
pada berbagai tahap pertumbuhan tumbuhan, mulai dari fase muda
hingga dewasa. Hingga saat ini, lebih dari 8000 jenis senyawa fenolik

telah berhasil diidentifikasi dengan karakteristik struktur yang khas



(Alara et al., 2021). Senyawa ini berperan penting sebagai antioksidan
alami, ditandai dengan keberadaan cincin aromatik yang mengikat satu
(fenol) atau lebih (polifenol) gugus hidroksil, sehingga mudah
mengalami oksidasi melalui mekanisme donor atom hidrogen kepada
radikal bebas. Kemampuan senyawa fenolik dalam membentuk radikal
fenoksi yang stabil menjadikannya sangat potensial sebagai agen

antioksidan (Dhurhania & Novianto, 2019).

2.2.3 Senyawa Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu kelompok metabolit sekunder yang
termasuk dalam golongan senyawa fenolik. Senyawa ini dikenal sebagai
polifenol utama dalam makanan manusia, dengan struktur dasar berupa
inti flavan yang terdiri atas 15 atom karbon dan tersusun dalam tiga
cincin aromatik berkonfigurasi C6—-C3—C6, yang masing-masing diberi
label A, B, dan C. Flavonoid dapat diklasifikasikan ke dalam enam
subkelompok, yaitu flavon, flavanon, flavonol, flavanol, antosianin, dan
1soflavon. Klasifikasi tersebut ditentukan berdasarkan tingkat oksidasi
pada cincin C pusat dalam kerangka flavonoid. Variasi struktur pada
masing-masing subkelompok flavonoid terutama disebabkan oleh
perbedaan pola dan tingkat hidroksilasi, prenilasi, glikosilasi, maupun

metoksilasi (Alara et al., 2021).

Flavonoid merupakan senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan
sehingga mampu meningkatkan pertahanan tubuh terhadap berbagai
penyakit yang dipicu oleh radikal bebas. Aktivitas antioksidan flavonoid
juga berperan dalam mencegah akumulasi lemak, sehingga berpotensi
mengatasi obesitas yang merupakan salah satu faktor risiko utama
diabetes melitus. Selain itu, flavonoid diketahui dapat menurunkan risiko
terjadinya penyakit kardiovaskular maupun kanker (Hanin & Pratiwi,
2017). Lebih lanjut, flavonoid memiliki potensi terapeutik sebagai
antidiabetes melalui mekanisme penghambatan enzim a-amilase, yaitu

enzim kunci yang berperan dalam mencerna karbohidrat menjadi
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glukosa. Mekanisme ini menjadikan flavonoid tidak hanya berfungsi
sebagai senyawa bioaktif, tetapi juga sebagai agen antioksidan yang

mendukung pengendalian hiperglikemia (AL-Ishaq et al., 2019).

Mekanisme aktivitas antioksidan flavonoid berkaitan dengan keberadaan
gugus hidroksil yang terikat pada cincin aromatik, sehingga mampu
berinteraksi dengan radikal bebas hasil peroksidasi lipid. Flavonoid
bekerja dengan mendonorkan atom hidrogen untuk menetralkan
peroksida lipid, sehingga radikal bebas dapat dihambat (Oktaria &
Marpaung, 2023). Selain itu, flavonoid juga berperan dalam melindungi
sel P pankreas sebagai penghasil insulin, meningkatkan sensitivitas
insulin, serta menurunkan kadar glukosa darah. Aktivitas antidiabetes
flavonoid terjadi melalui beberapa mekanisme, antara lain dengan
memblokir GLUT2 (Glucose Transporter type 2) yang berfungsi sebagai
pengangkut glukosa di usus, sehingga absorpsi glukosa dapat dikurangi.
Flavonoid juga menghambat enzim fosfodiesterase yang berperan dalam
meningkatkan kadar cAMP (Cyclic Adenosine Monophosphate) pada sel
B pankreas. Peningkatan cAMP ini akan mengaktitkan protein kinase
yang kemudian merangsang sekresi insulin, sehingga kadar glukosa

darah dapat terkendali (Wulandari et al., 2020).

2.2.4 Senyawa Tanin

Tanin adalah senyawa metabolit sekunder golongan polifenol yang
tersebar luas pada tumbuhan dan dikenal mampu berikatan dengan
protein, alkaloid, dan polisakarida sehingga membentuk kompleks
(Besharati et al., 2022). Senyawa ini secara umum dibagi menjadi dua
kelompok utama, yaitu hydrolyzable tannins yang dapat dihidrolisis
menjadi asam galat atau ellagik, serta condensed tannins
(proanthocyanidins) yang merupakan polimer flavan-3-ol (Besharati et
al., 2022) Selain itu, tanin memiliki aktivitas antioksidan yang kuat
melalui mekanisme penangkalan radikal bebas dan penghambatan enzim

oksidatif (Velayutham et al., 2012).



11

Dalam kaitannya dengan diabetes, tanin dapat menghambat kerja enzim
a-amylase dan a-glucosidase, sehingga memperlambat pencernaan
karbohidrat dan menurunkan lonjakan glukosa postprandial (Li et al.,
2018). Penelitian in vivo menunjukkan bahwa fraksi tanin dari tanaman
mampu menurunkan kadar glukosa darah, memperbaiki profil lipid, serta
meningkatkan aktivitas enzim antioksidan pada model hewan diabetes
(Velayutham et al., 2012). Oleh karena itu, tanin dianggap berpotensi
sebagai agen pendukung dalam manajemen diabetes tipe 2 melalui
mekanisme penghambatan enzim pencernaan karbohidrat, peningkatan

sensitivitas insulin, dan perlindungan terhadap stres oksidatif.

2.2.4 Senyawa Saponin

Saponin merupakan senyawa glikosida yang banyak ditemukan pada
berbagai jenis tumbuhan. Senyawa ini termasuk ke dalam golongan
metabolit sekunder yang memiliki struktur kompleks dengan massa
molekul relatif besar, terdiri atas aglikon berupa steroid atau triterpenoid
yang terikat dengan satu atau lebih gugus gula. Berdasarkan karakteristik
kimianya, saponin dapat diklasifikasikan menjadi dua kelompok utama,
yaitu saponin steroid yang memiliki 27 atom karbon dan saponin
triterpenoid yang mengandung 30 atom karbon. Saponin diketahui
memiliki berbagai efek positif yang bermanfaat bagi kesehatan. Senyawa
ini berperan sebagai antioksidan yang mampu melindungi tubuh dari
kerusakan akibat radikal bebas. Selain itu, saponin juga dilaporkan dapat
menghambat terjadinya karies gigi serta mencegah agregasi trombosit,
sehingga berpotensi mendukung kesehatan gigi dan sistem
kardiovaskular. Lebih lanjut, saponin memiliki aktivitas farmakologis
lain, seperti efek antiinflamasi, analgesik, antifungi, serta sitotoksik

terhadap sel kanker (Persada et al., 2023).
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2.2.5 Senyawa Alkaloid

Alkaloid adalah kelas senyawa organik yang mengandung nitrogen
dengan struktur yang beragam, termasuk lebih dari 20.000 molekul
berbeda yang atom nitrogen dasarnya dapat terjadi dalam bentuk amina
primer (RNH>), amina sekunder (R,NH), atau amina tersier (R3N). Dari
perspektif struktur kimia atau asal usul alami, alkaloid dapat dibagi
menjadi dua divisi besar. Divisi pertama mengandung alkaloid non-
heterosiklik atau atipikal, juga dikenal sebagai protoalkaloid atau amina
biologis, yang mengandung nitrogen dalam rantai samping. Divisi kedua
mencakup alkaloid heterosiklik atau tipikal (alkaloid sejati), yang
mengandung nitrogen dalam heterosiklus. Karena kompleksitas
strukturalnya, divisi kedua dapat dibagi lagi menjadi 14 subkelompok
berdasarkan struktur cincin (Huang et al., 2022). Senyawa Alkaloid juga
dikenal karena bersifat menurunkan gula darah sehingga berkhasiat

dalam penyembuhan diabetes mellitus tipe 2 (Asman et al., 2020).

2.3 Spektrofotometer Uv-Vis

Spektrofotometri merupakan metode analisis baik secara kuantitatif maupun
kualitatif yang digunakan untuk menentukan komposisi suatu sampel
berdasarkan interaksi antara materi dengan cahaya. Salah satu teknik yang
banyak digunakan adalah spektrofotometri Uv-Vis, yaitu metode yang
memanfaatkan panjang gelombang sinar ultraviolet (200400 nm) dan sinar
tampak (400-800 nm) sebagai daerah penyerapan. Metode ini banyak
diaplikasikan untuk analisis senyawa organik maupun anorganik karena
memungkinkan pengukuran konsentrasi zat kimia dalam jumlah yang sangat
kecil dengan tingkat ketelitian tinggi serta hasil yang cepat dan dapat dicetak
dalam bentuk data regresi (Rohmah, et al, 2024).
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Gambar 2.2 Skema Spektrofotometer Uv-Vis (double beam) (Suhartati, 2017)

Prinsip kerja spektrofotometri Uv-Vis didasarkan pada transisi elektronik,
yaitu pergerakan elektron dari orbital energi rendah pada keadaan dasar
menuju orbital energi tinggi pada keadaan tereksitasi akibat penyerapan
cahaya. Molekul yang memerlukan energi lebih besar akan menyerap cahaya
dengan panjang gelombang lebih pendek, sedangkan molekul dengan
kebutuhan energi lebih rendah menyerap pada panjang gelombang lebih
panjang. Oleh karena itu, senyawa berwarna yang menyerap pada daerah
spektrum tampak umumnya berbeda karakteristik penyerapannya
dibandingkan dengan senyawa yang menyerap pada daerah ultraviolet

(Abriyani et al., 2022)

Secara instrumental, spektrofotometer Uv-Vis menggunakan sumber cahaya
polikromatik, misalnya lampu deuterium, yang dipancarkan melalui lensa
menuju monokromator. Monokromator berfungsi mengubah cahaya
polikromatik menjadi cahaya monokromatik (sinar tunggal) dengan panjang
gelombang tertentu. Selanjutnya, cahaya tersebut diarahkan ke sampel
sehingga sebagian diserap dan sebagian lainnya diteruskan. Cahaya yang
diteruskan kemudian ditangkap oleh detektor untuk dihitung intensitasnya.
Berdasarkan data tersebut, instrumen akan menampilkan nilai absorbansi
sampel dalam bentuk spektrum yang menggambarkan jumlah cahaya yang

diserap (Abriyani et al., 2022).
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2.4 Ekstraksi

2.4.1 Definisi

Ekstraksi merupakan metode pemisahan dan isolasi suatu senyawa
dengan memanfaatkan pelarut tertentu, sehingga komponen lain dalam
campuran padat maupun cair dapat dipisahkan. Proses ini juga dapat
diartikan sebagai pemisahan satu atau lebih komponen dari campuran
homogen dengan menggunakan pelarut cair sebagai media pemisah
(Wardhani et al., 2023). Prinsip dasar ekstraksi adalah perbedaan
kelarutan suatu senyawa dalam dua pelarut yang tidak saling bercampur,

misalnya antara air dengan pelarut organik (Badaring et al., 2020).

Prinsip dasar pada metode pemisahan melalui ekstraksi adalah konsep
like dissolves like, yaitu pelarut polar cenderung melarutkan senyawa
polar, sedangkan pelarut nonpolar melarutkan senyawa nonpolar.
Pemilihan metode ekstraksi umumnya disesuaikan dengan karakteristik
senyawa target serta jenis pelarut yang digunakan. Tujuan utama dari
proses ini adalah memperoleh senyawa aktif dari simplisia melalui

pemisahan dengan pelarut yang sesuai (Syamsul, 2020).

2.4.2 Maserasi

Maserasi adalah salah satu metode ekstraksi yang dilakukan pada suhu
ruang tanpa menggunakan pemanasan. Teknik ini sesuai untuk simplisia
atau bahan alam yang tidak tahan terhadap suhu tinggi, sehingga dapat
mencegah terjadinya kerusakan maupun degradasi senyawa aktif. Proses
maserasi dilakukan dengan merendam bahan dalam pelarut yang sesuai,
disertai pengadukan atau pengocokan secara berkala untuk mempercepat

pelarutan komponen kimia dari simplisia (Handoyo, 2020).

Prinsip kerja metode ini didasarkan pada kemampuan pelarut menembus
dinding sel dan mencapai bagian intraseluler yang mengandung senyawa

aktif. Selanjutnya, senyawa aktif akan larut ke dalam pelarut karena
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adanya perbedaan konsentrasi antara cairan di dalam sel dan di luar sel.
Proses tersebut berlanjut hingga tercapai kondisi kesetimbangan, yaitu
saat senyawa aktif telah terekstraksi seluruhnya dan terdistribusi merata

dalam larutan (Handoyo, 2020).

2.4.3 Pemilihan Pelarut

Pemilihan pelarut merupakan aspek krusial dalam proses ekstraksi
karena harus mempertimbangkan beberapa faktor, antara lain kelarutan,
selektivitas, keamanan, serta efisiensi biaya (Zhang ef al., 2018). Etanol
96% sering digunakan sebagai pelarut dalam penelitian karena bersifat
universal, polar, mudah diperoleh, serta memiliki keunggulan seperti
selektivitas yang baik, tidak toksik, dan mampu mengekstraksi senyawa
dengan polaritas berbeda, baik nonpolar, semipolar, maupun polar.
Selain itu, etanol 96% juga dapat menembus dinding sel sampel dengan
mudah, sehingga mempercepat keluarnya senyawa aktif dari sel yang
kemudian larut ke dalam pelarut. Hal ini menjadikan ekstrak yang

diperoleh lebih pekat dan efisien (Wendersteyt et al., 2021).

H /0 —r
Ha
Ne—c
/ “H
H 4

Gambar 2.3 Struktur molekul etanol (H. R. Ayu et al., 2020)

Etanol merupakan senyawa alkohol dengan rantai tunggal yang memiliki
rumus molekul C:HsOH. Pelarut ini memiliki dua sifat, yaitu polar pada
gugus hidroksil (-OH) dan nonpolar pada gugus etil (-CH2CH3). Kombinasi
sifat tersebut memungkinkan etanol mengekstraksi berbagai senyawa,
termasuk senyawa fenolik, secara optimal (H. R. Ayu et al., 2020). Etanol

96% sering dipilih dalam proses ekstraksi karena harganya relatif murah,
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mudah diperoleh, serta memiliki tingkat kepolaran yang sesuai dengan
senyawa bioaktif, sehingga efektif dalam mengekstraksi senyawa fenolik
maupun flavonoid. Selain itu, etanol juga diketahui memiliki aktivitas
antioksidan. Lebih lanjut, penggunaan etanol 96% sebagai pelarut
menunjukkan aktivitas penghambatan enzim o-amilase dengan nilai ICso
yang lebih rendah dibandingkan acarbose, yang berarti aktivitas inhibisinya
lebih kuat karena semakin kecil nilai ICso maka semakin tinggi daya hambat

enzim tersebut (Alda, 2022).

2.5 Antioksidan

2.5.1 Definisi

Antioksidan merupakan senyawa yang berperan dalam menetralisir radikal
bebas serta menghentikan reaksi berantai yang berpotensi merusak
makromolekul penting dalam tubuh (Noviarni et al., 2020). Radikal bebas
atau Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan produk metabolisme yang
bersifat sangat reaktif, tidak stabil, dan mudah bereaksi. Mekanisme reaksi
berantai menghasilkan radikal bebas baru yang jumlahnya semakin
meningkat dalam tubuh (Mudjiran & Karneli, 2024). Antioksidan bekerja
dengan menstabilkan radikal bebas melalui mekanisme penambahan
elektron sehingga mencegah terjadinya reaksi berantai yang memicu
pembentukan radikal bebas. Selain itu, antioksidan berperan dalam
mengendalikan proses oksidasi di dalam tubuh, karena peningkatan jumlah
radikal bebas dapat menimbulkan kerusakan enzim, resistensi insulin, serta

komplikasi metabolik seperti diabetes melitus (Suryadinata et al., 2022).

Ketidakseimbangan antara jumlah antioksidan dan pembentukan radikal
bebas dalam tubuh dapat memicu terjadinya stres oksidatif. Gangguan
metabolisme glukosa yang disebabkan oleh kondisi tersebut dapat
diminimalkan melalui pengaturan pola makan, khususnya dengan
meningkatkan asupan makanan kaya antioksidan. Senyawa antioksidan

berperan penting dalam melindungi sel beta pankreas dari kerusakan akibat
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paparan radikal bebas yang terbentuk selama kondisi hiperglikemia kronis,
sehingga fungsi sekresi insulin dapat dipertahankan dan kadar glukosa darah

tetap berada pada tingkat normal (Tritisari et al., 2017).

Tabel 2.1 Klasifikasi nilai ICso Antioksidan (Devitria, 2020)

Klasifikasi Niai ICso
Sangat Kuat <50 pg/mL
Kuat 50-100 pg/mL
Sedang 100-150 pg/mL
Lemah 150-200 pg/mL

2.5.2 DPPH

DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl atau o,a-diphenyl-
ppicrylhydrazyl) merupakan radikal bebas stabil yang umum digunakan
untuk mengevaluasi aktivitas penangkal radikal bebas pada bahan alam.
Prinsip uji DPPH didasarkan pada perubahan intensitas warna ungu
larutan DPPH yang sebanding dengan konsentrasinya. Warna ungu
tersebut muncul akibat keberadaan elektron tidak berpasangan pada
radikal bebas DPPH, namun akan memudar dan berubah menjadi kuning
ketika elektron tersebut berpasangan. Perubahan intensitas warna terjadi
karena adanya reaksi antara molekul DPPH dengan atom hidrogen yang

dilepaskan dari senyawa uji (Lukiyono ef al., 2020).

Metode DPPH dapat menggunakan sampel dalam bentuk padatan
maupun cairan, sehingga sesuai diterapkan sebagai uji skrining awal pada
berbagai jenis sampel, khususnya ekstrak tanaman. Parameter yang
digunakan adalah nilai inhibitor concentration (I1Cs), yaitu konsentrasi
senyawa yang mampu menghambat aktivitas radikal bebas sebesar 50%.
Kapasitas antioksidan berbanding terbalik dengan nilai ICso, di mana
semakin tinggi kemampuan antioksidan suatu sampel maka semakin
rendah nilai ICso yang dihasilkan (Devitria, 2020). Keunggulan metode

DPPH adalah prosedurnya yang sederhana, cepat, ringan, serta sensitif
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terhadap sampel dengan konsentrasi rendah. Namun, metode ini
memiliki keterbatasan karena DPPH hanya dapat larut dalam pelarut

organik sehingga menyulitkan analisis terhadap senyawa bersifat

hidrofilik (Wulansari, 2018).

NO,

Ny ArO+H'
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2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine
(DPPH) (DPPH-H)

Gambar 2.4 Reaksi radikal bebas DPPH dan antioksidan (Yuli Kurniasari ef al., 2023)

2.6 Diabetes Melitus

2.6.1 Definisi

Diabetes Mellitus (DM) merupakan gangguan metabolisme glukosa yang
disertai dengan kelainan metabolik lain akibat ketidakseimbangan
hormon. Kondisi ini juga ditandai dengan terjadinya lesi pada membran
basal yang menyebabkan hiperglikemia, baik karena aksi insulin yang
tidak optimal maupun akibat berkurangnya sintesis insulin (International
Diabetes Federation, 2025). Seseorang dapat didiagnosis menderita DM
apabila kadar glukosa darah sewaktu >200 mg/dL atau kadar glukosa
darah puasa >126 mg/dL (American Diabetes Association Professional

Practice Committee, 2025).

DM dicirikan dengan adanya gangguan metabolisme karbohidrat,
protein, dan lemak yang diakibatkan oleh menurunnya respons sel
terhadap insulin atau penurunan produksi insulin oleh sel B pankreas.
Kondisi tersebut menyebabkan terjadinya resistensi insulin, defisiensi
insulin, atau kombinasi keduanya sehingga kerja insulin pada jaringan

target seperti otot, hati, dan jaringan lemak terganggu. Akibatnya, tubuh
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tidak mampu memanfaatkan insulin secara optimal atau
memproduksinya dalam jumlah yang cukup, yang kemudian berkembang
menjadi DM. Penyakit ini juga ditandai dengan produksi urin berlebih
yang bersifat manis (kencing manis) (Dilworth et al., 2021).

2.6.2 Klasifikasi Diabetes Mellitus

2.6.2.1 Diabetes Melitus Tipe 1

Ketika pankreas tidak mampu memproduksi insulin dalam jumlah
yang cukup, atau bahkan tidak memproduksinya sama sekali,
glukosa tidak dapat masuk ke dalam sel dan akhirnya menumpuk
di dalam darah. Kondisi ini dikenal sebagai diabetes melitus tipe
1 (DMT1). Penyakit ini umumnya muncul pada usia anak-anak
atau remaja, dan dapat terjadi pada pria maupun wanita.
Gejalanya biasanya timbul secara cepat, seperti rasa haus
berlebihan, sering buang air kecil, penurunan berat badan, dan
kelelahan. Jika tidak segera ditangani dengan terapi insulin,
kondisi ini dapat berkembang menjadi parah hingga
menyebabkan ketoasidosis diabetik atau bahkan koma (Hartono

& Ediyono, 2024)(Hartono & Ediyono, 2024).

Secara epidemiologis, DMT]1 paling sering ditemukan pada anak-
anak dan remaja. Meskipun data global mengenai prevalensinya
belum sepenuhnya tersedia, laporan dari berbagai negara maju
menunjukkan bahwa angka kejadian DMT1 meningkat sekitar 3—
4% setiap tahun pada kelompok usia tersebut, tanpa perbedaan
signifikan antara laki-laki dan perempuan. Penyakit ini
berdampak serius terhadap kualitas dan harapan hidup
penderitanya, yang dapat berkurang hingga 13 tahun di negara
maju, dan bahkan lebih besar di negara berkembang akibat

keterbatasan akses terhadap terapi insulin yang memadai.
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2.6.2.2 Diabetes Melitus Tipe 2

Diabetes tipe 2 (DMT?2) adalah jenis diabetes yang paling umum,
dengan 90-95% penderita berusia di atas 40 tahun, meskipun kini
kasusnya juga meningkat pada anak-anak dan remaja. Pada
DMT?2, pankreas masih memproduksi insulin, tetapi kualitasnya
buruk dan tidak berfungsi secara optimal, sehingga gula darah
meningkat. Biasanya, pasien tidak memerlukan suntikan insulin,
melainkan mengonsumsi obat oral atau tablet yang berfungsi
meningkatkan efektivitas insulin, menurunkan kadar gula darah,
dan memperbaiki cara hati memetabolisme gula. Kondisi ini
menjadi masalah kesehatan global yang terus berkembang,
dipengaruhi oleh perubahan budaya, ekonomi, dan sosial,
termasuk pertambahan populasi lansia, urbanisasi, pola makan
tinggi gula dan makanan olahan, obesitas, rendahnya aktivitas
fisik, gaya hidup tidak sehat, malnutrisi pada masa janin, serta

paparan hiperglikemia intrauterin (Hartono & Ediyono, 2024)

2.6.2.3 Diabetes Gestational

Diabetes tipe gestasional adalah gangguan metabolisme glukosa
yang muncul selama kehamilan, terutama pada trimester kedua
dan ketiga, akibat hormon plasenta yang menghambat kerja
insulin. Kondisi ini biasanya terdiagnosis tanpa gejala khas
diabetes, sehingga sering sulit terdeteksi pada awalnya (Hartono

& Ediyono, 2024).

Sekitar 7% kehamilan mengalami diabetes gestasional, dan
sekitar 30-40% penderita berisiko berkembang menjadi diabetes
tipe 2 di kemudian hari. Selain itu, kondisi ini dapat
meningkatkan risiko komplikasi serius bagi ibu maupun janin,
sehingga pemantauan dan penanganan yang tepat selama

kehamilan sangat penting (Punthakee ef al., 2018).
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2.6.2.4 Diabetes Tipe Lain

Diabetes sekunder adalah jenis diabetes yang muncul sebagai
akibat dari penyakit atau kondisi lain dan tidak termasuk dalam
kelompok diabetes tipe 1, tipe 2, atau gestasional. Diabetes ini
dapat mengganggu produksi insulin atau memengaruhi kerja
insulin. Beberapa penyebabnya antara lain gangguan kelenjar
adrenal atau hipofisis, penggunaan hormon kortikosteroid,
pemakaian obat-obatan tertentu seperti antihipertensi atau
antikolesterol, malnutrisi, serta infeksi (Hartono & Ediyono,

2024).

2.7 Penghambatan Aktivitas Antidiabetes Secara In-Vitro

2.7.1 Enzim o-glukosidase

Enzim a-glukosidase berperan dalam mengkatalisis pemutusan ikatan
glikosida pada oligosakarida. Jenis glukosidase yang berperan dalam
pemecahan ikatan tersebut ditentukan oleh jumlah, susunan, serta
struktur gugus hidroksil pada molekul gula. Aktivitas enzim ini berperan
penting dalam proses metabolisme, khususnya pada hidrolisis
polisakarida menjadi monosakarida yang kemudian dapat diserap dan
dimanfaatkan oleh tubuh. Pada penderita diabetes, kondisi hiperglikemia
terjadi akibat tingginya kadar glukosa darah. Inhibisi terhadap aktivitas
a-glukosidase dapat menekan peningkatan kadar glukosa pascaprandial,
karena proses penyerapan monosakarida di usus menjadi berkurang (Dila

Sandy, 2025).
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@-Glucos e

Gambar 2.5 Mekanisme a-glukosidase memecah disakarida (Gendokesumo ef al., 2022)

Substrat p-nitrofenil-a-D-glukopiranosida (pNPG) digunakan dalam uji
enzim o-glukosidase yang diperoleh dari Saccharomyces cerevisiae
rekombinan. Ketika enzim a-glukosidase bereaksi dengan pNPG, akan
terbentuk glukosa dan p-nitrofenol yang memiliki warna kuning, di mana
intensitas absorbansinya dapat diukur. Tingkat penghambatan aktivitas
enzim ditunjukkan melalui perbedaan intensitas warna kuning yang
terbentuk. Semakin sedikit glukosa yang dihasilkan, maka warna kuning
yang muncul semakin pudar, yang menandakan sampel memiliki
kemampuan lebih kuat dalam menghambat reaksi enzim-substrat. Uji
inhibitor enzim o-glukosidase dilakukan dengan menambahkan dimetil
sulfoksida pada sampel, kemudian ditambahkan pNPG untuk memicu
reaksi enzimatik. Reaksi dihentikan dengan penambahan Na.COs, dan
absorbansi hasil reaksi diukur pada panjang gelombang 400 nm (Suhendi

etal., 2022).

2.7.2 RIN-5F Cell Lines

RIN-5F merupakan klon dari sel § pankreas yang memiliki fungsi serupa
dengan sel aslinya. Sel ini berasal dari lini sel tumor islet tikus RIN-m
(nomor katalog ECACC EC95071701) yang kemudian menghasilkan
klon sekunder bernama RIN-5F melalui proses kloning dengan
pembatasan pengenceran menggunakan medium RPMI 1640, 10% FBS,

dan 20% medium terkondisi. Medium terkondisi tersebut mengandung
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hormon pertumbuhan dan prolaktin yang disekresikan oleh lini sel tumor
hipofisis tikus GH3 (nomor katalog ECACC EC87012603). Sel RIN-5F
memiliki granula sekretorik bermembran, mampu melepaskan insulin,
serta menghasilkan L-dopa dekarboksilase dalam jumlah besar, yaitu
enzim penting dalam sistem APUD. Sekresi insulin dari sel RIN-5F
berlangsung secara bergantung waktu, dengan kadar nanogram per juta
sel, terutama ketika diberikan perlakuan glibenklamid maupun sampel uji

(Nugraha & Hasanah, 2018).

2.7.3 Enzim a-amilase

Enzim hidrolitik a-amilase (a-1,4-glukan-4-glukanohidrolase) berperan
dalam mempercepat pemutusan ikatan a-1,4-glikosidik pada polisakarida
sehingga menghasilkan oligosakarida, misalnya maltosa. Enzim ini
termasuk enzim pencernaan yang terdapat pada pankreas (5-6%),
kelenjar ludah, serta usus halus (Mclver, L. A., Preuss, C. V., and Tripp,
2024).

Proses hidrolisis pati oleh a-amilase berlangsung dalam dua tahap. Pada
tahap pertama, residu asam amino di sisi aktif enzim mengalami
protonasi dan reaksi substitusi nukleofilik (SN1) dengan oksigen pada
ikatan glikosidik substrat. Substitusi nukleofilik yang dilakukan oleh
asam aspartat menghasilkan gugus keluar berupa aglikon dan
membentuk senyawa transisi karbokation berupa ion oksokarbonium,
sedangkan protonasi oleh asam glutamat memutus ikatan oksigen pada
C1. Tahap kedua melibatkan molekul air yang menyerang ikatan antara
asam aspartat dan substrat, sekaligus menyumbangkan proton kepada
asam glutamat untuk menjaga kestabilannya. Mekanisme ini
menyebabkan asam aspartat terlepas dari substrat dan terbentuk gugus
hidroksil baru pada molekul substrat yang lebih sederhana (Adriani et al.,
2019).
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2.8 Acarbose

Acarbose merupakan obat antidiabetes tipe Il yang bekerja melalui mekanisme
kompetitif dalam menghambat enzim maltase, isomaltase, sukrase, dan
glukoamilase di usus halus, sehingga menghambat pemecahan sukrosa maupun
karbohidrat kompleks (Dipiro et al, 2022). Mekanisme ini berakibat pada
perlambatan laju absorpsi karbohidrat, yang memberikan waktu tambahan bagi
pankreas untuk menghasilkan insulin dalam jumlah memadai guna mengatur
kadar glukosa darah. Dengan demikian, acarbose efektif dalam menunda
proses pencernaan serta penyerapan karbohidrat, yang pada akhirnya

menurunkan kadar glukosa postprandial (Chigurupati et al., 2019).
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

Penelitian merupakan penelitian eksperimental skala laboratorium. Ekstraksi
daun daun tapak liman (Elephantopus Scaber L.) dilakukan menggunakan
metode Maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 96%.Pengujian
antioksidan dilakukan dengan metode uji DPPH untuk menghitung persentase
ICso dan menentukan besarnya aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol 96%
daun tapak liman. Pengujian antidiabetes pada penelitian ini menggunakan
metode inhibitor enzim a-Glukosidase dan menghitung aktivitas antidiabetes

pada ekstrak etanol daun tapak liman.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di beberapa tempat di antaranya:

1. Laboratorium Botani, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Universitas Lampung untuk melakukan determinasi tanaman

2. Bio Chemics laboratory untuk melakukan uji penghambatan uji a-
Glukosidase.

3. Laboratorium Analisis Farmasi, Fakultas Kedokteran, Universitas
Lampung untuk melakukan ekstraksi sampel, pengujian skrinning

fitokimia dan melakukan uji antioksidan.
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3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus - November 2025.

3.3 Identitas Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak kental etanol 96%

daun Tapak Liman (Elephantopus Scaber L.).

3.3.2 Variabel Terikat

Variabel bebas dari penelitian ini adalah kadar antioksidan ekstrak etanol
96% daun Tapak Liman (Elephantopus Scaber L.) dan aktivitas
antidiabetes ekstrak etanol 96% daun Tapak Liman (Elephantopus

Scaber L.) terhadap inhibitor enzim a-glukosidase.

3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu rotary evaporator (Buchi
R-100), ultrasound assisted extraction (Ovan), ultrasound bath (Ika HB
Digital), waterbath, inkubator, hot plate (Heidolph MR Hei-Standard),
neraca analitik (Shimadzu), blender, labu Erlenmeyer (Iwaki), beaker
glass (Iwaki), labu ukur (Pyrex), gelas ukur, tabung reaksi (Iwaki), cawan
petri, corong kaca, kaca arloji, botol vial, mikropipet, pipet tetes, batang

pengaduk, spatula, handscoon, masker, dan jas laboratorium.

3.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun Tapak Liman
(Elephantopus Scaber L), etanol 96%, metanol p.a, aquades, acarbose,
asam klorida (HCl), natrium hidroksida (NaOH), feri klorida (FeCls) 5%,
pereaksi Wagner,Mayer, Dragendorff serbuk magnesium (Mg), dimetil
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sulfoksida (DMSO), iodine, DPPH (/,I-diphenyl-2-picrylhydrazyl),
Substrat pNPG, enzim a-glukosidase, Phospat buffer saline.

3.5 Prosedur dan Alur Penelitian
3.5.1 Determinasi

Kegiatan identifikasi atau determinasi tanaman dalam penelitian ini akan
dilaksanakan di Laboratorium Botani, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Proses determinasi tanaman
bertujuan untuk memastikan identifikasi tumbuhan yang diteliti secara
tepat serta mengurangi kemungkinan terjadinya kesalahan dalam
pengumpulan bahan utama penelitian (Oktavia et al., 2020). Determinasi
dilakukan dengan cara membandingkan tanaman yang diteliti dengan
tanaman lain yang telah teridentifikasi sebelumnya, sehingga jenis
tanaman dapat dipastikan kebenarannya (Anisa Dwi Nuraeni et al.,

2021).

3.5.2 Preparasi Sampel

Tanaman Tapak Liman (Elephantopus Scaber L.) merupakan tanaman
herbal yang ditanam di pekarangan rumah peneliti kelurahan Mulyo
Agung, Kecamatan Buay Madang, Kabupaten OKU Timur, Provinsi
Sumatera Selatan. Pemisahan tanaman dilakukan dengan metode
purposive sampling, yaitu memisahkan bagian batang, tangkai daun, dan
daun. Bagian yang digunakan adalah daun tua yang masih segar dan tidak
berlubang. Selanjutnya, dilakukan sortasi basah untuk memisahkan
bahan asing serta kotoran yang menempel pada simplisia. Sebelum
proses pencucian dan pengeringan, sampel terlebih dahulu ditimbang
untuk mengetahui berat simplisia yang diperoleh. Pencucian dilakukan
menggunakan air bersih yang mengalir guna menghilangkan sisa tanah
yang melekat pada daun. Proses pengeringan simplisia dilakukan secara
alami dengan cara diangin-anginkan di tempat terbuka yang terlindung

dari sinar matahari langsung hingga kering merata, sehingga dapat
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mencegah kerusakan senyawa yang tidak stabil terhadap panas. Setelah
kering, simplisia dipisahkan kembali dari kotoran yang masih tersisa,
kemudian dihaluskan menggunakan blender hingga diperoleh serbuk

(Dewatisari et al., 2018).

3.5.3 Pembuatan Ekstrak

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi. Sampel serbuk simplisia
dari daun tapak liman ditimbang sebanyak 270 gram lalu dimasukkan
kedalam wadah kaca tertutup, ditambahkan dengan pelarut etanol 96%
sebanyak 2,7 liter dengan perbandingan antara simplisia dan pelarut yaitu
1:10. Penggunaan perbandingan pelarut sangat berpengaruh pada hasil
dari ekstraksi tersebut dimana penggunaan perbandingan sebesar 1:10
dinilai paling efektif karena menghasilkan rendemen yang paling optimal
(Selviana et al., 2024). Setelah ditambahkan pelarut simplisia di maserasi
selama 3 hari dengan pengadukan setiap 24 jam sekali (1 hari sekali)
kemudian hasil yang di dapatkan disaring menggunakan kertas saring
agar memisahkan antara serbuk yang masih bercampur dengan larutan
hasil maserasi. Hasil dari ekstraksi yang di dapatkan kemudian di
kentalkan menggunakan rotary evaporator dengan suhu 50°C dan

diuapkan sampai mendapatkan ekstrak kental (Mawarda et al., 2020).

3.5.4 Perhitungan Rendemen Ekstrak

Rendemen merupakan perbandingan antara bobot simplisia dengan
bobot ekstrak yang diperoleh. Perhitungan rendemen bertujuan untuk
mengetahui jumlah metabolit sekunder yang berhasil terekstraksi ke
dalam pelarut, meskipun tidak dapat digunakan untuk mengidentifikasi
jenis senyawa yang terkandung (Yulia & Susilowati, 2023) Semakin
tinggi persentase rendemen, maka semakin besar jumlah ekstrak yang
dihasilkan. Persentase rendemen ekstrak etanol 96% dari daun Tapak
Liman (Elephantopus Scaber L.) dapat dihitung dengan rumus (Alda,
2022):
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berat ekstrak yang dihasilkan (g)
Rendemen ekstrak (%) = —— _ x 100 %
berat simplisia yang digunakan (g)

3.5.5 Uji Fitokimia Ekstrak Daun Tapak Liman

Pengujian fitokimia dilakukan untuk memastikan kandungan senyawa

metabolit aktif yang terkandung dalam daun Tapak Liman (Elephantopus
Scaber L.).

1)

2)

3)

4)

S)

Uji Alkaloid (Wagner’s test)
Ditambahkan 2 tetes pereaksi wagner kedalam tabung pereaksi yang
telah ditambahkan ekstrak sebanyak 1mL. Terbentuknya endapan

warna coklat menandakan adanya senyawa flavonoid (Oktavia et al.,

2020).

Uji Flavonoid
Larutan sampel sebanyak 1mL diencerkan dengan etanol 96% dan
ditambahkan HCI pekat dan serbuk magnesium (Florensia & Andi
Wijaya, 2023).

Uji Saponin

Tambahkan 10 mL air hangat pada 1 mL ekstrak di dalam tabung
reaksi lalu didinginkan dan dikocok selama 10 detik. Terbentuknya
buih atau lapisan busa yang stabil tidak kurang dari 10 menit

menandakan adanya senyawa saponin (Qomaliyah et al., 2023).

Uji Fenolik
Larutan sampel sebanyak 1 mL ditambah 1-2 tetes FeCls perubahan

warna biru tua kehitaman atau hitam kehijauan menunjukkan adanya

kandungan fenolik (Florensia & Andi Wijaya, 2023).

Uji Tanin
Larutan sampel sebanyak 3ml ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi
FeCl;. Jika terjadi warna biru kehitaman atau hijau kehitaman

menunjukkan adanya tanin (Agustina, 2016).



31

3.5.6 Uji Antioksidan Ekstrak Etanol 96% Tapak Liman
1. Pembuatan larutan induk DPPH

Sebanyak 15,8 mg serbuk DPPH ditimbang kemudian dilarutkan dalam
metanol p.a menggunakan labu ukur 100 mL hingga tanda batas. Dari
proses tersebut diperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 0,3 mM.
Larutan yang telah dibuat kemudian disimpan dalam wadah gelap dan
ditutup dengan aluminium foil untuk mencegah terjadinya kerusakan

akibat paparan cahaya (Pratiwi ef al., 2023).

2. Pembuatan Larutan Blanko dan Penentuan Panjang Gelombang
Maksimal DPPH
Sebanyak 2 mL larutan DPPH 0,3 mM dimasukkan ke dalam labu ukur
10 mL, kemudian ditambahkan metanol p.a hingga tanda batas. Larutan
dikocok hingga homogen, ditutup menggunakan aluminium foil, dan
disimpan pada ruang tertutup selama 30 menit. Setelah itu, dilakukan
pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer Uv-Vis pada

rentang panjang gelombang 400—-800 nm (Islamiyati et al., 2024).

3. Pembuatan Larutan Kontrol Positif Asam Askorbat dan Penentuan
Panjang Gelombang Maksimal
Sebanyak 10 mg serbuk asam askorbat dilarutkan dalam metanol p.a
menggunakan labu ukur 10 mL. Dari larutan induk tersebut kemudian
dibuat seri konsentrasi 1, 2, 3, 4, dan 5 pg/mL dengan cara mengambil
masing-masing 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, dan 0,05 pL, lalu dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan metanol p.a hingga tanda

batas.

Setiap konsentrasi seri dipipet sebanyak 1 mL ke dalam tabung reaksi,
kemudian ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,3 mM dan 3 mL metanol
p.a. Campuran tersebut ditutup dengan aluminium foil, dikocok hingga
homogen, dan disimpan dalam ruangan gelap selama 30 menit.

Selanjutnya, nilai absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer
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Uv-Vis pada panjang gelombang maksimum DPPH (Pratiwi et al.,
2023).

Pembuatan Larutan Sampel Ekstrak Daun Tapak Liman
(Elephantopus Scaber L) dan Penentuan Panjang Gelombang
Maksimal

Sebanyak 10 mg ekstrak etanol 96% daun tapak liman ditimbang
kemudian dilarutkan dalam metanol p.a menggunakan labu ukur 10 mL
hingga tanda batas, sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 1000
ng/mL. Selanjutnya, sebanyak 1 mL larutan ekstrak daun tapak liman
1000 pg/mL dipipet dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL,
kemudian ditambahkan metanol p.a hingga tanda batas untuk
memperoleh seri konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan 100 pg/mL dengan cara
mengambil masing-masing 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; dan 1 mL larutan, lalu

diencerkan hingga tanda batas dengan metanol p.a.

Setiap konsentrasi seri dipipet sebanyak 1 mL ke dalam tabung reaksi,
kemudian ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,3 mM serta 3 mL metanol
p.-a. Larutan ditutup menggunakan aluminium foil, dikocok hingga
homogen, dan disimpan dalam ruangan gelap selama 30 menit. Setelah
itu, nilai absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer Uv-Vis

pada panjang gelombang maksimum DPPH (Pratiwi ef al., 2023).

5. Penghitungan Aktivitas Antioksidan Dengan Metode DPPH

Aktivitas antioksidan didapatkan dari nilai absorbansi sampel yang
diukur menggunakan spektrofotometer Uv-Vis yang diatur pada
panjang gelombang DPPH yang diperoleh. Dianalisis nilai absorbansi
melalui perhitungan persen penangkapan radikal bebas (% inhibisi)

(Pricillia Esterlita Mintadoa, Adithya Yudistira, 2024).

. Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel
% Inhibist = Absorbansi kontrol x 100%
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3.5.7 Uji Aktivitas Antidiabetes Ekstrak Etanol 96% Tapak Liman
1. Pembuatan Larutan Uji dan Kontrol

a. Larutan Substrat (pNPG)
Sebanyak 30,1 mg p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (pNPG)
ditimbang dan dilarutkan dalam 15 mL larutan PBS 0,1 M (pH 7,0)
hingga larut sempurna. Volume akhir kemudian disesuaikan menjadi
20 mL menggunakan buffer yang sama dan diaduk hingga jernih.
Larutan disimpan pada suhu 4 °C, terlindung dari cahaya, untuk
penggunaan harian selama 1-2 minggu. Untuk penyimpanan jangka

panjang, larutan disimpan pada suhu —20 °C (Saranani ef al., 2023).

b. Larutan Sampel Uji
Sebanyak 50 mg ekstrak dilarutkan dalam 1 mL DMSO untuk
memperoleh stok larutan dengan konsentrasi 1000 ppm dalam 100%
DMSO. Selanjutnya, diambil 100 pL dari stok tersebut dan
ditambahkan 4900 pL PBS, sehingga diperoleh larutan stok 1000
ppm dalam PBS yang mengandung 2% DMSO (volume total 5 mL).
Dilakukan pengenceran berseri untuk mendapatkan konsentrasi 500,
250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, dan 7,8125 pg/mL, dengan cara
mencampurkan 500 pL stok dengan 500 pL. PBS untuk memperoleh

pengenceran setengahnya (Saranani et al., 2023).

¢. Larutan Kontrol Positif (Akarbosa)
Sebanyak 1000 pg akarbosa dilarutkan dalam 1 mL buffer I (PBS
0,1 M, pH 7,0) untuk menghasilkan stok larutan 1000 ppm.
Dilakukan pengenceran berseri untuk memperoleh konsentrasi 500,
250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, dan 7,8125 pg/mL. Sisa larutan
disimpan pada suhu 4 °C (Saranani ef al., 2023).

2. Prosedur Reaksi Uji
Uji inhibisi enzim o-glukosidase dilakukan dalam microplate 96-

sumur, dengan setiap perlakuan dilakukan tiga kali ulangan (triplo).
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Tata letak sumur mencakup kontrol negatif, kontrol positif (akarbosa),
dan sampel uji dengan berbagai konsentrasi. Sebanyak 50 uL buffer I,
larutan akarbosa, atau sampel uji ditambahkan ke masing-masing sumur
sesuai tata letak. Kemudian, 30 pL larutan enzim a-glukosidase
ditambahkan ke setiap sumur, dicampur perlahan (mix gently), dan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 10 menit untuk memungkinkan
interaksi awal antara enzim dan senyawa uji. Selanjutnya, 20 uL larutan
substrat pNPG ditambahkan ke setiap sumur. Campuran dihomogenkan
perlahan dan diinkubasi kembali pada suhu 37 °C selama 20 menit agar

reaksi enzimatis berlangsung sempurna (Saranani et al., 2023).

3. Pengukuran Absorbansi dan Kontrol
Sistem tanpa ekstrak digunakan sebagai kontrol negatif untuk melihat
aktivitas penuh enzim, sementara akarbosa berperan sebagai kontrol
positif. Reaksi dengan ekstrak menjadi sampel uji. Seluruh perlakuan
dilakukan dalam tiga kali ulangan (#riplo). Serapan hasil reaksi
kemudian diukur menggunakan microplate reader pada panjang
gelombang 405 nm, yang sesuai dengan absorbansi maksimum p-

nitrofenol (Saranani ef al., 2023).

4. Analisis Data dan Penentuan ICso
Nilai persen inhibisi dari berbagai konsentrasi ekstrak diplot dalam
kurva konsentrasi versus persen inhibisi, lalu dianalisis dengan regresi
linear. Dari persamaan regresi diperoleh titik konsentrasi yang

menghasilkan 50% penghambatan (ICso) (Saranani et al., 2023).
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Gambar 3.1 Alur Penelitian
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3.7 Analisis Penelitian
Data hasil wuji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dianalisis
menggunakan perangkat lunak Microsoft Excel. Nilai absorbansi yang
diperoleh melalui spektrofotometer Uv-Vis dimasukkan ke dalam Excel,
kemudian dihitung persentase inhibisi radikal bebas. Persentase inhibisi
tersebut selanjutnya diplot terhadap konsentrasi sampel untuk membentuk
kurva dosis-respons. Nilai ICso ditentukan melalui metode regresi non-linear
dengan memanfaatkan fitur curve fitting pada Excel. Perangkat Excel berperan
penting dalam pengolahan data analisis antioksidan maupun antidiabetes, serta
menyediakan fasilitas visualisasi berupa grafik dan diagram yang membantu

dalam proses interpretasi dan penyajian hasil penelitian.
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BABV
KESIMPUAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa :

1.

Skrining fitokimia ekstrak etanol 96% daun tapak liman (Elephantopus
scaber L.) menunjukkan adanya kandungan metabolit sekunder yang
penting, ditandai dengan hasil positif pada flavonoid, alkaloid, saponin,
fenolik, dan tanin.

Uji aktivitas antioksidan terhadap ekstrak etanol 96% daun tapak liman
menghasilkan nilai ICso sebesar 96,3089 ng/mL yang mengindikasikan
bahwa ekstrak memiliki aktivitas antioksidan kategori sedang dan
berpotensi dalam menangkal radikal bebas.

Uji aktivitas antidiabetes secara in-vitro melalui metode penghambatan
enzim alfa-glukosidase memberikan nilai ICso sebesar 212,7 pg/mL yang
menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96% daun tapak liman memiliki
potensi dalam menghambat pemecahan karbohidrat sehingga berperan

sebagai kandidat agen antidiabetes alami.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian, disarankan agar penelitian selanjutnya

melakukan wuji In-Vivo beserta evaluasi keamanan untuk memastikan

efektivitas biologis dan profil toksisitas ekstrak sebelum diarahkan ke

pemanfaatan lebih lanjut. Selain itu, perlu dilakukan optimalisasi metode

ekstraksi guna meningkatkan rendemen serta konsentrasi senyawa bioaktif

yang berperan dalam aktivitas antidiabetes dan antioksidan. Penelitian lanjutan

juga diharapkan dapat mengembangkan ekstrak daun Tapak Liman ke tahap
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formulasi sediaan herbal yang stabil dan aman digunakan. Di samping itu,
standarisasi ekstrak melalui penetapan parameter mutu seperti kadar total
flavonoid, total fenolik, serta analisis profil senyawa menggunakan instrumen
kromatografi sangat diperlukan untuk menjamin konsistensi kualitas dan

aktivitas farmakologis ekstrak.
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