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ABSTRAK

Kholifah, N., 2008, Pengaruh Ekstrak Kasar Senyawa Alkaloid dari Daun
Dewa (Gynura speudo-china) Terhadap Aktivitas Enzim Lipase.

Pembimbing Utama : Diana Candra Dewi, M.Si
Pembimbing Pendamping  : Ach. Nashichuddin, MA

Kata kunci: Daun dewa, alkaloid, enzim lipase, inhibitor

Produksi enzim lipase dalam tubuh yang berlebih dapat menyebabkan
obesitas yang menimbulkan berbagai penyakit, maka diperlukan suatu
penghambat atau inhibitor untuk menghambat kerjanya atau aktivitasnya.
Penelitian ini bertujuan untuk memanfaatkan bahan alam sebagai inhibitor enzim
lipase alami. Allah telah menjelaskan di dalam al-Qur’an surat An-Nahl [26] ayat
11 bahwa segala apa yang ada di bumi untuk kemaslahatan manusia termasuk
tumbuh-tumbuhan yang dapat dimanfaatkan sebagai pengobatan. Penelitian ini
ingin mengetahui bahwa daun dewa yang merupakan tumbuhan semak semusim
mempunyai senyawaan yang dapat menghambat aktivitas enzim lipase.

Ekstraksi bahan aktif ekstrak kasar daun dewa dilakukan dengan metode
sokhlet menggunakan metanol, uji identifikasi kualitatif alkaloid dilakukan
dengan menggunakan metode pemisahan KLT dengan pereaksi Dragendroff.
Produksi enzim lipase dikulturkan dari bakteri Bacillus subtilis, uji pengaruh
ekstrak kasar daun dewa terhadap aktivitas enzim lipase dilakukan pada kondisi
pH, waktu inkubasi dan konsentrasi substrat optimum dengan metode titrasi asam
basa.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil ekstrak daun dewa
+ 3,84355 gram dari 60 gram sampel. Di dalam daun dewa terdapat senyawa
alkaloid dengan munculnya spot berwarna jingga dengan Rf 0,77. Kondisi
optimum aktivitas enzim lipase pada pH 7, waktu inkubasi menit ke-8 dan
konsentrasi substrat pada konsentrasi 2,5 %. Konsentrasi ekstrak kasar daun dewa
optimum dalam menghambat aktivitas enzim lipase adalah 60 mg/10 ml (aq)
dengan aktivitas 1,25 ( # mol/ml.menit).



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Obesitas adalah penyakit multifaktorial akibat dari energi yang masuk
dalam tubuh lebih banyak daripada energi yang dikeluarkan. Permasalahan ini
sering menjadi keluhan masyarakat karena obesitas dapat memunculkan beberapa
penyakit seperti hipertensi, radang sendi, dan penyakit jantung. Lemak terserap
oleh tubuh dalam bentuk trigliserida yang mengandung satu molekul
monogliserida dan dua molekul asam lemak bebas, apabila aktivitas enzim lipase
meningkat akan meningkatkan penyerapan monogliserida dan asam lemak yang
berpengaruh pada obesitas (Rahardjo, 2005: 48).

Ada beberapa cara yang dilakukan masyarakat untuk mencegah
obesitas (menurunkan berat badan) antara lain dengan meningkatkan penggunaan
kalori (olah raga) yang dikombinasikan dengan diet rendah kalori, meminum obat
penekan nafsu makan, mengkonsumsi obat yang bekerja menghambat aktivitas
enzim lipase pangkreas sehingga meningkatkan ekskresi lemak lewat feses. Obat
yang bekerja penghambat aktivitas enzim dapat dari obat hasil sintesis (orlistat)
ataupun obat tradisional atau memanfaatkan tumbuh-tumbuhan yang ada di alam
(Rahardjo, 2005: 48).

Pemanfaatan bahan alam tertera dalam surat An-Nahl [26] ayat 11

yang berbunyi (Ashidhiqi, 1997):
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Artinya: “Dia menumbuhkan tanaman-tanaman untukmu, seperti
Zaitun, Korma, Anggur dan segala macam buah-buahan, sesungguhnya pada hal-
hal yang demikian terdapat tanda-tanda kekuasaan Allah bagi orang-orang yang
mau memikirkan”(QS. An-Nahl: 11).

Allah menganjurkan kepada seluruh hambanya untuk selalu

memahami kebesaran dan kekuasaan-Nya dengan melihat seluruh ciptaan-Nya,

sehingga ayat di atas diperkuat oleh ayat selanjutnya yang berbunyi (Ashidhiqi,

1997):
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Artinya: ““Sesungguhnya dalam penciptaan Langit dan Bumi, dan silih
bergantinya malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi-orang-orang berakal.
Yaitu orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keadaan berbaring. Mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata), Ya Tuhan kami, tiadalah engkau menciptakan ini dengan sia-
sia. Maha suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa api neraka(QS.Ali
Imron: 190-191).

Ayat di atas mendiskripsikan suatu kehidupan seseorang yang selalu
memikirkan dan menganalisis, bahwa tiadalah Allah menciptakan alam beserta

isinya dengan sia-sia dan batil, yang menciptakan dengan benar dan merupakan

kebenaran. Begitu pula Tuhan menciptakan tumbuh-tumbuhan agar manusia dapat



menggambil manfaat darinya dan ciptaan Tuhan seperti tumbuh-tumbuhan telah
tercipta dengan sempurna dan tidak sia-sia (Quthb, 200: 244-246).

Tumbuh-tumbuhan atau bahan alam digunakan sebagai bahan
alternatif dalam kesehatan, karena terjamin keamanannya dibandingkan dengan
bahan sintesis yang berbahaya bila dikonsumsi secara terus-menerus. Beberapa
penelitian membuktikan bahwa bahan alam dapat digunakan sebagai inhibitor
enzim lipase. Hasil penelitian Rahardjo dkk bahwa ekstrak daun jati belanda
mampu menghambat aktivitas enzim lipase tikus. Penelitian Ruiz et al (2006: 371)
tentang inhibisi enzim lipase bahwa bahan alam seperti senyawa flavonoid,
saponin dan alkaloid mampu menghambat aktivitas enzim lipase.

Daun dewa merupakan salah satu tumbuhan obat yang secara Invivo
dan Invitro sebagai antikanker, antitumor, antikolesterol tinggi dan lain
sebagainya. Berdasarkan pengalaman, daun dewa ternyata dapat mengatasi
beberapa jenis penyakit dan gangguan kesehatan seperti kanker, tumor,
pembesaran prostat, hipertensi, kencing manis dan penyakit lain. Cara
konsumsinya dapat diminum tanpa campuran bahan-bahan lain atau diramu
dengan bahan lain seperti: benalu teh, temulawak, dan daun deruju sesuai dengan
tujuan pengobatan (Suharmiati, 2003: 22-23). Hidayah (1991) melakukan
penelitian yang hasilnya pemberian sari daun dewa dengan dosis setara mg
daun/100 gram berat badan tikus dapat menurunkan kadar glukosa darah 1 jam
setelah perlakuan. Sugiyanto, dkk (1997) melakukan penelitian dengan hasil
ekstrak daun dewa mampu menghambat pertumbuhan tumor paru. Hasil

penelitian Pujiastuti, dkk bahwa daun dewa dapat memberi efek analgesik



(Suharmiati, dkk, 2006: 10-11). Kandungan kimia daun dewa antara lain saponin,
Senesefilin, senesifillinin, minyak atsiri, flavonoid, alkaloid dan tanin
(Wijayakusuma, 2006: 42 ).

Penelitian Rahardjo dkk (2005), ekstrak daun jati belanda mampu
menghambat aktivitas enzim lipase tikus (ratus). Daun tersebut yang mempunyai
kandungan senyawa alkaloid yang diduga memiliki efek menghambat aktivitas
enzim lipase karena mempunyai struktur kimia yang mirip dengan orlistat (adanya
unsur N) (Rahardjo, 2005: 51). Daun dewa juga mempunyai kandungan kimia
alkaloid seperti daun jati belanda, sehingga diduga alkaloid yang ada dalam daun
dewa juga memiliki efek inhibisi terhadap aktivitas enzim lipase.

Alkaloid merupakan senyawa heterogen yang mengandung satu atau
dua atom nitrogen, namun juga ada yang mengandung lebih dari dua atom
nitrogen (Bath, 2006: 237). Alkaloid sejak dahulu sudah dipakai sebagai obat-
obatan seperti opium sebagai obat analgesik (Sastrohamidjojo, 1996: 201),
beberapa pabrik menggunakan alkaloid seperti alkaloid berberin sebagai obat
diabetes, kanker prostat dan leukemia (Anonymous, 2007°: 1), dan Sanguinarin
berfungsi sebagai anti radang (Chaturvedi, et al, 1997: 1).

Berdasarkan hal tersebut di atas bahwa daun dewa mengandung
senyawa alkaloid maka peneliti mencoba menguji apakah ekstrak kasar daun

dewa mempunyai pengaruh terhadap aktivitas enzim lipase.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan  permasalahan diatas maka perlu  dirumuskan
permasalahan yang ada yaitu :
1. Bagaimana hasil pemisahan ekstrak kasar daun dewa dengan KLT?
2. Berapakah pH optimum, waktu inkubasi optimum dan konsentrasi substrat
optimum untuk aktivitas enzim lipase?
3. Berapakah konsentrasi optimum  ekstrak kasar daun dewa yang

mengandung senyawa alkaloid dalam menghambat aktivitas enzim lipase?

1.3 Tujuan Penelitian
1. Mengetahui hasil pemisahan ekstrak kasar daun dewa dengan KLT.
2. Mengetahui pH optimum, waktu inkubasi optimum dan konsentrasi
substrat optimum untuk aktivitas enzim lipase.
3. Mengetahui konsentrasi optimum  ekstrak kasar daun dewa yang

mengandung senyawa alkaloid dalam menghambat aktivitas enzim lipase

1.4 Batasan Masalah
Penelitian ini diperlukan batasan masalah agar tidak terjadi pelebaran
masalah yang sedang diteliti yaitu:
1. Sampel yang digunakan adalah bagian daun yang berada di tengah ((mulai
dari daun ketiga dari bawah)) dari tanaman daun dewa
2. Daun dewa merupakan tanaman yang diambil dari desa Wotan,

Kepuhbaru-Bojonegoro



3. Enzim lipase yang digunakan berupa ekstrak kasar

1.5 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan memberi informasi bahwa tumbuhan
yang ada disekitar kita bisa digunakan sebagai obat alternatif seperti daun dewa

mempunyai senyawaan kimia yang berpengaruh terhadap aktivitas enzim lipase.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Dewa
Daun dewa (Gynura pseudo-china (L.)DC.) merupakan tumbuhan semak

semusim, yang mempunyai klasifikasi sebagai berikut (Suharmiati, 2006: 3):

Devisi : Spermatopyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Docotyledonae

Bangsa : Asterales/Compositae

Marga : Gynura

Jenis : Gynura pseudo-china/Gynura segetum

Tumbuhan ini mempunyai ketinggian antara 30-50 cm, bila berumur tua
akan tumbuh cabang yang banyak. Daunnya berdaging, berbulu halus dan lebat
tersebar mengelilingi batang, mempunyai bentuk yang variatif mulai dari lonjong
sampai lanset memanjang, warna daun bagian permukaan atas hijau sedangkan
permukaan bawah hijau dan ungu, bagian tepi daun bertoreh, ujungnya tumpul
sedangkan pangkalnya lancip. Bunga majemuk berbentuk bongol dan berbulu,
panjang tangkai bunga antara 20-30 cm, kelopak berwarna hijau dan berbentuk
cawan. Panjang mahkota bunga antara 1-1,5 cm dan benang sari berbentuk jarum
berwarna kuning. Buahnya kecil berwarna coklat, bijinya berbentuk jarum warna

coklat dengan panjang 0,5 cm dan berakar serabut (Suharmiati, 2006: 5).



Gambar 2.1 Tanaman daun dewa

2.1.1 Senyawaan Kimia dalam Daun Dewa

Kandungan kimia yang terdapat di daun dewa antara lain saponin,
senesefilin, senesifillinin, minyak atsiri, flavonoid, alkaloid dan tanin
(Wijayakusuma, 2006: 42). Daun dewa bersifat manis, tawar, dan dingin, rasa
manis bersifat menguatkan dan menyejukkan, sifat tawar atau tanpa rasa sebagai
peluruh kencing sedangkan sifat dingin untuk pengobatan sindrom panas seperti
demam, rasa haus, lidah berwarna merah, serta air seni berwarna kuning tua
(Suharmiati, 2006: 10).

Daun dewa termasuk tumbuhan suku Compositae yang mengandung
alkaloid jenis senesionina (Harborne, 1996: 235). Hasil penelitian dari Yuan et al
(1990) menunjukkan bahwa telah terisolasi enam jenis alkaloid dari daun dewa
dan empat diantaranya telah teridentifikasi yaitu senecionina, seneciphillina,
seneciphillinina dan (E)-seneciphillina. Hasil penelitian Windono, dkk (2001: 87)

juga telah mengisolasi lima jenis alkaloid pirolizidin dari daun dewa.



2.1.2 Efek Farmakologi

Efek farmakologi dari daun dewa adalah untuk mengatasi tumor, kista,
mencairkan gumpalan darah, pembengkakan payudara, tidak datang haid,
pendarahan kandungan, batuk darah, muntah darah, kutil, digigit binatang berbisa,
tekanan darah tinggi, kolesterol tinggi, kecing manis, dan demam tinggi pada
anak-anak (Wijayakusuma, 2006: 42). Hidayah (1991) melakukan penelitian yang
hasilnya adalah pemberian sari daun dewa dengan dosis setara mg daun/100 gram
berat badan tikus dapat menurunkan kadar glukosa darah 1 jam setelah perlakuan.
Sugiyanto (1997) melakukan penelitian dengan hasil menunjukkan bahwa ekstrak
daun dewa mampu menghambat pertumbuhan tumor paru, dan hasil penelitian
Pujiastuti menunjukkan bahwa daun dewa dapat memberi efek analgesik

(Suharmiati, dkk, 2006: 11).

2.2 Alkaloid

Alkaloid dikenalkan oleh seorang ahli farmasi Meissner pada tahun
1818 yang menyatakan bahwa alkaloid adalah senyawa yang mirip dengan alkil
(Hesse, 1981: 2). Pada tahun 1896 Meyer’s Conversations Lexicon
menggembangkan definisi alkaloid dari Meissner. Definisi Meyer’s Conversations
Lexicon tentang alkaloid adalah tanaman basa yang terdapat pada tanaman-
tanaman tertentu dan sering diketahui berdasarkan kemampuan fisiologinya yang
baik, mengandung atom karbon, hidrogen, nitrogen, oksigen serta kebanyakan

mirip alkil (Hesse, 1981: 2).



Pelletier mendifinisikan bahwa alkaloid adalah senyawa organik siklik
yang terbatas pada organisme saja. Definisi modern tentang alkaloid pertama kali
dikemukakan oleh Winsterstein dan Trier bahwa alkaloid merupakan senyawa
yang terdapat pada tumbuhan maupun hewan yang mengandung atom nitrogen.
ada definisi lain tentang alkaloid yaitu: senyawa heterogen yang mengandung satu
atau dua atom nitrogen, namun juga ada yang mengandung lebih dari dua atom
nitrogen (Bath, 2006: 237).

Pendapat lain mengemukakan bahwa alkaloid merupakan senyawa
nitrogen cincin heterosiklik dengan sifat basa lemah yang terdapat di beberapa
tumbuhan dan memberikan efek farmakologi, dan pada dosis tinggi bersifat

sedikit toksik (Munir, 1988: 47).

2.2.1 Sifat Fisika
Kebanyakan alkaloid diisolasi berupa padatan kristal dengan titik didih

berkisar 87-238°C. Alkaloid sedikit amorf, beberapa berupa cairan seperti

nikotin dan koniin. Kebanyakan alkaloid tidak berwarna namun beberapa senyawa
kompleks spesies aromatik berwarna seperti berberin berwarna kuning dan
betanin berwarna merah. Pada umumnya alkaloid larut dalam pelarut organik
namun ada beberapa yang larut dalam air seperti pseudoalkaloid dan
protoalkaloid, garam alkaloid dan alkaloid quartener sangat larut dalam air

(Sastrohamidjojo, 1996: 208).



2.2.2 Sifat Kimia

Alkaloid bersifat basa dan sifat ini bergantung pada adanya pasangan
elektron pada nitrogen. Jika gugus fungsional yang berdekatan dengan nitrogen
bersifat melepaskan elektron contoh gugus alkil, maka kesediaan elektron pada
nitrogen naik dan senyawa ini lebih bersifat basa. Bila gugus fungsional yang
berdekatan bersifat menarik elektron maka kesediaan pasangan elektron
berkurang dan pengaruh yang ditimbulkan alkaloid dapat bersifat netral atau

bahkan sedikit asam (Sastrohamidjojo, 1996: 209).

2.2.3 Peran Alkaloid Bagi Tumbuhan dan Manusia
Peran senyawa alkaloid bagi tumbuhan (Robinson, 1995: 283):
a) Sebagai hasil buangan nitrogen seperti urea dan asam urat dalam hewan
meski faham ini tidak dianut lagi
b) Sebagai tempat penyimpanan nitrogen
c) Alkaloid berfungsi melindungi tumbuhan dari serangan parasit atau
pemangsa tumbuhan
d) Sebagai pengatur pertumbuhan
e) Sebagai pengganti basa mineral dalam mempertahankan kesetimbangan
ion dalam tumbuhan karena sifat kebasaannya
Peran alkaloid bagi manusia sudah ada sejak dahulu kala. Peran itu ada
semenjak manusia menggunakan bahan alam sebagai obat-obatan, meski belum
mengetahui senyawa aktif yang berperan sebagai obat. Beberapa alkaloid

mempunyai peran tertentu antara lain: opium dari dahulu kala dikenal sebagai



obat analgesik (Sastrohamidjojo, 1996: 201), beberapa pabrik menggunakan
alkaloid seperti alkaloid berberin sebagai obat diabetes, kanker prostat dan
leukemia (Anonymous, 2007"; 1), sanguinarin berfungsi sebagai anti radang
(Chaturvedi,et al, 1997: 1). Meles dan Ketut (2006: 1) melakukan penelitian
dengan hasil bahwa fraksi alkaloid memberi efek antimitosis pada pembelahan sel

embrio tikus putih.

2.2.4 Pemisahan Senyawa Alkaloid dengan Metode Ekstraksi Sokshlet
Ekstraksi sokshlet merupakan salah satu metode ekstraksi berdasarkan
jenis sampelnya yaitu ekstraksi padat cair. Ekstraksi sokshlet sering digunakan
untuk mengekstrak minyak nabati atau hewani tanpa harus melarutkan sampel
menjadi cair. Instrumentasinya meliputi labu alas bulat sebagai tempat hasil
ekstraksi, timbel sebagai tempat sampel padat dan kondensor (Dewi, 2005).
Afriardini (2004: 12) mengisolasi alkaloid dari ubur-ubur dengan cara
mengekstraksi bahan yang sudah dihancurkan dengan petrolium benzen untuk
menghilangkan lemak dalam corong pisah, kemudian diekstraksi dengan etanol
dan dipekatkan. Ekstrak etanol pekat diekstraksi dengan HCl 0,5 N. Larutan asam
dibasakan dengan NaOH 15 % sampai pH 10 lalu diekstraksi dengan Kloroform.
Fase kloroform dicuci dengan aquades dan dikeringkan dengan ditambah Na,SOj4
anhidrat kemudian dipekatkan dengan Rotary Evaporator Vacum pada suhu

30°C dan dipekatkan lagi dengan N, hasil ekstraksi yang diperoleh sebesar

7,95 gram.



Windono (2001: 87) telah mengisolasi senyawa alkaloid pirolizidin dari
daun dewa (Gynura pseudo-china (L)DC.), serbuk daun sebesar 1000 gram
diekstraksi sokhlet dengan metanol selama 72 jam. Ekstrak metanol yang didapat,
dipekatkan dengan evaporator. FEkstrak kental diasamkan dengan HCI 2.5 %
sebanyak 400 ml dan dikocok dengan eter sebanyak 2,5 1, fase air dibasakan
dengan NH4OH 25 % hingga pH 10, kemudian dikocok dengan CHClI; Fraksi
CHCI; dikeringkan dengan Na,SO, dan dipekatkan dengan evaporator serta
dikeringkan dengan silika gel 60. Hasil fraksi CHCl; kering sebesar 1,45 gram.

Pada tanaman, terutama pada biji dan daun banyak mengandung lemak
dan lilin yang bersifat sangat non-polar, yang dapat menimbulkan terbentuknya
emulsi, maka langkah awal diperlukan pemisahan lemak dengan petrolium eter.
Kebanyakan alkaloid tidak larut dalam petrolium eter kemudian diperlukan
penambahan asam berair untuk mengikat alkaloid sebagai garamnya. Bahan
tanaman diekstraksi dengan air, etanol, metanol, alkohol berair atau dengan
larutan alkohol berair yang diasamkan (Sastrohamidjojo, 1996: 215). Beberapa
penelitian pada umumnya menggunakan pelarut metanol untuk mengekstrak
senyawa alkaloid (Anonymous, 2007% 2), sifat metanol yang cenderung polar dan
sedikit non polar sesuai dengan sifat alkaloid yang polar dan beberapa ada yang

cenderung non polar.



2.2.5 Uji Kualitatif Senyawa Alkaloid dengan Metode Kromatografi Lapis
Tipis

Kromatografi adalah suatu nama yang diberikan untuk teknik pemisahan
tertentu. Pada dasarnya semua cara kromatografi menggunakan dua fase yaitu fase
diam dan fase gerak. Pemisahan-pemisahan ini bergantung pada gerakan relatif
dari dua fase ini (Sastrohamidjojo, 2005: 21).

Keuntungan kromatografi lapis tipis adalah dapat memisahkan senyawa
yang sangat berbeda seperti senyawa organik alam dan senyawa organik sintesis,
kompleks organik dan anorganik serta ion anorganik dalam waktu singkat
menggunakan alat yang tidak terlalu mahal. Metode ini kepekaannya cukup tinggi
dengan jumlah cuplikan beberapa mikrogram, namun mempunyai kelemahan
harga Rf yang tidak tetap (Anonymous, 2007°).

Identifikasi dengan KLT biasanya menggunakan harga Rf meskipun
harga-harga Rf dalam KLT kurang tepat bila dibandingkan pada kertas. Seperti
halnya pada kromatografi kertas harga Rf didefinisikan sebagai berikut
(Sastrohamidjojo, 2005: 21):

H area Rf — Jarak yang digerakkan oleh senyawa dari titik asal
¢ jarak yang digerakkan oleh pelarut dari titik asal

Afriardhini (2004: 13) menggunakan Kromatografi Lapis Tipis untuk
mengidentifikasi senyawa alkaloid dengan larutan ~ pengembang
kloroform:metanol (10:0), (7:3), (6:4) dan (2:8) sebanyak 10 ml, sampel
dibandingkan dengan standar kafein.

Windono (2001: 87) mendeteksi senyawa alkaloid dari daun dewa

dengan kromatografi lapis tipis (KLT), fase geraknya adalah MeOH-CH,Cl; (9:1)



sedangkan fase diamnya adalah silika gel GF,s4, penampak noda dengan pereaksi
Dragendroff dan diperoleh lima spot yang berwarna jingga semua dengan Rf yang
diperoleh berkisar 0,72-0,76.

Membuktikan adanya senyawa alkaloid secara kualitatif pada suatu
sampel, diperlukan pereaksi alkaloid. Pereaksi tersebut biasanya digunakan untuk
uji  kualitatif senyawa alkaloid dengan metode pengendapan. Pereaksi
pengendapan yang digunakan untuk identifikasi alkaloid harus didasarkan pada
kesanggupan alkaloid untuk bergabung dengan logam yang memiliki berat atom
yang tinggi seperti merkuri, bismut, tungsten atau iod. Pereaksi alkaloid antara
lain: pereaksi Mayer, pereaksi Dragendroff, pereaksi Bouchardat dan pereaksi
Wagner (Sastrohamidjojo, 1996: 212).

Pereaksi Dragendroff adalah pereaksi alkaloid yang sering dipakai untuk
deteksi alkaloid secara kromatografi yang memberi noda warna jingga
(Sastrohamidjojo, 1996: 212). Kepekaan pereaksi Dragendroff terhadap alkaloid
sepuluh kali lipat dibandingkan dengan pereaksi alkaloid lainnya, namun pereaksi
ini mempunyai kelemahan kadang bereaksi dengan senyawa non alkaloid
(Robinson, 2005: 285).

Prediksi reaksi senyawa alkaloid (jenis senecipilina) dengan pereaksi
Dragendroff akan membentuk alkaloid tetraiodobismutat yang berwarna jingga
(Vogel, 1990: 229):

Bi** + C,{H,;,NO; + H" + 41~ — C,H,,NO,H.HBil,

Alkaloid Alkaloid tetraiodobismutat
(warna jingga)



2.3 Enzim Lipase

Enzim lipase adalah enzim yang bekerja untuk menghidrolisis lemak dan
minyak. Berdasarkan fungsi fisiologisnya enzim lipase mempunyai peranan
penting menghidrolisis lemak dan minyak menjadi asam lemak dan gliserol yang
dibutuhkan dalam proses metabolisme. Enzim lipase termasuk golongan enzim
hidrolase yaitu enzim yang berfungsi untuk menghidrolisis (Hidayah, 2001).
Enzim lipase atau Triacylglycerol Acylhdrolase diproduksi oleh sel, bakteri,
mikroorganisme eukarotik, tumbuhan tingkat tinggi dan tumbuhan rendah
(Ratledge, 1994: 101). Enzim lipase mempunyai pH optimum 8-9 namun dapat
diantara 6-7 sesuai dengan jenis substratnya. Suhu optimum enzim lipase antara

30°Cdan 40°C (Winarno, 1986: 68). Struktur molekul enzim lipase dengan

gambar tiga dimensi ditunjukkan pada gambar 2.2.

Gambar 2.2 Struktur molekul Enzim Lipase tiga dimensi

Daerah A merupakan “lid” atau tepi pengaktifan yang akan membuka

daerah B yaitu daerah aktif enzim dan tempat substrat berada di daerah C



(Ratledge, 1994: 109). Substrat (minyak) dapat kontak dengan enzim lipase jika
tepi pengaktifan telah terbuka (Ibarra, 2007: 6).

Enzim lipase mempunyai 3 asam amino yang berperan dalam reaksi
katalitiknya yaitu asam aspartat, histidin dan serin. Tapak aktif atau sisi aktif
enzim lipase berada pada asam amino serin yaitu gugus hidroksil (-OH) dari serin
akan berikatan kovalen dengan substratnya (Pouderoyen et al, 2001: 215).

Proses hidrolisis enzim lipase yang terdapat pada mikroba menyerang
gugus ester pada asam lemak atau menghidrolisis ikatan ester pada posisi ester
primer, kemudian pada posisi ester tersier, ester posisi 2 tidak mampu memasuki
tapak aktif dari enzim lipase karena gangguan keruangan (Deman, 1997: 453).
Reaksi hidrolisis berlangsung menghasilkan monoasilgliserol dan dua molekul
asam lemak bebas. Reaksi hidrolisis lemak (trigliserida) oleh enzim lipase

ditunjukkan pada gambar 2.4:

‘o‘
H,C——0——C—Ry o H,C——OH
H H ‘ R;COOH
R,—C—0—CH O —> R,—C—O—CH +
‘ H ‘ R3COOH
H,C——O0——C—Rs H,C——OH
Trigliserida Monoasilgliserol Asam lemak

Gambar 2.3 Reaksi hidrolisis enzim lipase

Enzim lipase dalam cairan pangkreas berfungsi sebagai katalis dalam

proses hidrolisis lemak menjadi asam lemak, gliserol, monoasilgliserol dan



diasilgliserol. Aktivitas enzim lipase dapat bertambah dengan adanya ion Ca*" dan
asam empedu, dan bekerja pada pH 7,0 sampai 8,8. Pemecahan lemak dalam
pangkreas dibantu garam empedu yang berfungsi sebagai emulgator, maka lemak
dipecah-pecah menjadi partikel-partikel kecil. Pemecahan lemak dalam usus tidak
berlangsung secara sempurna menjadi gliserol dan asam lemak, tetapi masih
terdapat digliserida dan monogliserida hasil samping gliserol dan asam lemak
(Poedjiati, 2006: 243). Bagian dalam usus kecil diselimuti dengan apa yang
disebut villi yang berfungsi memperluas permukaan, guna mempercepat
penyerapan hasil-hasil pencernaan. Saat lemak diabsoropsi, akan melewati small
lymph vesels, yang disebut lactual untuk didistribusikan ke dalam sistem limpa
dan masuk ke dalam sistem sirkulasi (Anonymous, 2002).

Lemak terserap oleh tubuh dalam bentuk trigliserida yang mengandung
satu molekul monogliserida dan dua molekul asam lemak bebas, apabila aktivitas
enzim lipase meningkat akan meningkatkan penyerapan monogliserida dan asam
lemak yang berpengaruh pada obesitas, sehingga perlu menghambat proses

absorpsi lemak dengan menghambat aktivitas enzim (Rahardjo, 2005: 48-49).

2.3.1 Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Kerja Enzim Lipase
Suatu enzim lipase memerlukan kondisi tertentu agar mampu bekerja

secara maksimal sebagaimana enzim pada umumnya. Kondisi tersebut ditentukan

oleh beberapa faktor yaitu (Poedjiadi,1994: 158-170):



1.

Konsentrasi Enzim

Pada konsentrasi substrat tertentu, kecepatan reaksi akan
bertambah dengan bertambahnya konsentrasi enzim. Jadi kecepatan reaksi
suatu enzim bergantung pada konsentrasi enzim tersebut.
Konsentrasi Substrat

Suatu enzim yang mempunyai keadaan konsentrasi tetap akan
bertambah kecepatannya dengan bertambahnya konsentrasi substrat.
Namun pada batas konsentrasi substrat tertentu tidak terjadi kenaikan
kecepatan reaksinya meskipun konsentrasi ditambabh.
pH

Struktur ion enzim bergantung pada pH lingkungannya seperti
halnya protein. Enzim dapat berbentuk ion positif dan ion negatif atau ion
bermuatan ganda. Perubahan pH lingkungan  akan mempengaruhi
efektivitas bagian aktif enzim dalam membentuk kompleks enzim substrat.
Pada pH rendah maupun pada pH tinggi akan menyebabkan terjadinya
proses denaturasi dan berakibat turunnya aktivitas enzim.
Suhu

Pada suhu yang rendah kecepatan reaksi kimia akan menjadi
lambat, sedangkan pada suhu yang tinggi reaksi berlangsung lebih cepat.
Namun karena enzim suatu protein, maka kenaikan suhu akan
menyebabkan terjadinya proses denaturasi. Bila terjadi denaturasi, bagian
aktif enzim akan terganggu dan aktivitas enzim akan berkurang dan

kecepatannya akan menurun.



5. Aktivator/Kofaktor

Aktivator merupakan suatu komponen yang dibutuhkan oleh enzim

untuk dapat berfungsi sebagai katalis .
6. Inhibitor

Mekanisme enzim dalam suatu reaksi adalah melalui pembentukan
kompleks enzim-substrat. Proses mekanisme reaksi enzim dapat
mengalami hambatan oleh adanya ion atau molekul yang mengahambat
reaksi. Penghambat tersebut dinamakan Inhibitor. Hambatan yang
dilakukan oleh inhibitor dibagi menjadi dua yaitu: hambatan irreversibel
dan hambatan reversibel.

Hambatan Irreversibel disebabkan oleh adanya proses destruksi
atau modifikasi sebuah gugus fungsi atau lebih yang terdapat pada
molekul enzim. Hambatan ini terjadi karena inhibitor bereaksi tidak
reversible dengan bagian tertentu pada enzim sehingga mengakibatkan
berubahnya bentuk enzim.

Hambatan Reversibel dibagi menjadi dua yaitu: hambatan
kompetitif dan nonkompetitif. Hambatan kompetitif disebabkan oleh
adanya molekul yang mirip dengan substrat yang dapat membentuk
kompleks enzim-inhibitor (EI).

E+S ————= ES

%

E+1 ——— TFI

Hambatan nonkompetitif tidak dipengaruhi oleh besarnya

konsentrasi substrat. Inhibitor non kompetitif dapat bergabung dengan



enzim pada suatu bagian enzim di luar bagian aktif. Penggabungan antara
enzim dan inhibitor terjadi pada saat enzim bebas atau pada saat enzim
telah mengikat substrat yaitu enzim-substrat. Pengggabungan inhibitor
dengan enzim bebas menghasilkan kompleks ElI, sedangkan pengabungan
dengan kompleks ES mengahasilkan kompleks ESI.

E+] ——— EI

ES+1 ——— ESI

2.3.2 Uji Aktivitas Enzim Lipase dengan Metode Titrasi Asam Basa

Penentuan aktivitas enzim lipase dapat dilakukan secara kuantitatif
dengan metode titrimeri. Prinsip pengukuran ini adalah substrat gliserida dibuat
dalam bentuk emulsi dan diberi enzim lipase yang belum diketahui keaktifannya
kemudian diinkubasi pada suhu dan pH optimum. Selama inkubasi asam lemak
bebas dilepaskan dan hal ini akan menurunkan pH, dengan cara titrasi akan
didapatkan jumlah liter persatuan waktu yang merupakan harga aktivitas enzim
lipase (Hidayah, 2001).

Hidayah (2001) menghitung aktivitas enzim dengan menggunakan
metode titrasi asam basa. Substrat yang digunakan adalah minyak zaitun yang
diemulsi oleh larutan gum arabik 10 % yang dihomogenkan selama 2 menit.
Kemudian ditambah larutan CaCl, 0,075 M dan NaCl 3 M. pH diatur sampai 6
dengan larutan fosfat dan ditetesi buffer sitrat fosfat. Substrat dan enzim dicampur

dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 15 menit dalam inkubator. Hidrolisis

dihentikan dengan proses pemanasan. Sampel hasil hidrolisis ditetesi indikator pp



0,1 % kemudian dititrasi dengan NaOH 0,05 M hingga timbul warna merah jambu
(selama 30 detik). Larutan blankonya adalah enzim yang diinaktifkan dengan
pemanasan pada suhu 100° C selama 5 menit dan prosedurnya diperlakukan sama
dengan sampel (Hidayah, 2001: 24-28).

Aktivitas enzim lipase diperoleh dari jumlah asam lemak bebas yang
dibebaskan selama hidrolisis berlangsung dengan mengikuti prinsip titrasi asam
basa (Hidayah, 2001):

RCOOH o) + NaOHE; — RCOONagg +  HyOpag)

Persamaan di atas menunjukkan jumlah asam lemak bebas setara dengan
jumlah NaOH yang digunakan untuk titrasi.

Aktivitas enzim lipase ( 4 mol/ml.menit) =

(V NaOH sampel_~ V NaOH Blanko) X M NaOH X 1000
V enzim x t reaksi

Satuan aktivitas enzim menurut Enzyme Commission of the International
Union of Biochemistry adalah jumlah enzim yang mampu mengkatalisis
perubahan 1 mikromol substrat per menit pada kondisi tertentu

(Winarno, 1986: 12).

2.4 Alkaloid sebagai Inhibitor Enzim Lipase

Proses aktivitas enzim membutuhkan aktivator untuk meningkatkan laju
reaksinya dan membutuhkan inhibitor untuk mengendalikan reaksinya. Aktivator
dan inhibitor dapat berupa senyawa organik atau ion logam (Hidayah, 2001).
Beberapa hasil penelitian telah diketahui bahwa alkaloid dapat digunakan sebagai

inhibitor enzim lipase. Menurut Grippa et al (1999) bahwa berberin dan



sanguinarin (salah satu jenis alkaloid) merupakan inhibitor yang baik untuk enzim
lipase. Hasil penelitian Cristian Ruiz et al (2006: 541), diketahui bahwa alkaloid
reserpin mampu menginhibisi atau menghambat aktivitas enzim lipase pada
konsentrasi rendah. Alkaloid yang mengandung unsur nitrogen mempunyai
struktur kimia yang mirip dengan orlistat, (obat antiobesitas sintesis yang bekerja
menghambat aktivitas enzim lipase) sehingga dimungkinkan memiliki efek

menghambat aktivitas enzim lipase (Rahardjo dkk, 2005: 51).

2.5 Tinjauan Agama Islam Tentang Tumbuhan Herbal

Agama Islam menganjurkan umatnya yang sakit untuk berobat, berbagai
riwayat menunjukkan bahwa Nabi Muhammad pernah berobat untuk dirinya
sendiri, serta menyuruh keluarga dan sahabatnya yang sakit agar berobat. Hadits
Nabi SAW yang diriwayatkan oleh Ahmad dan penulis kitab Sunan yang lain,
serta Ibnu Hibban dan Hakim dari Usamah bin Syarik berbunyi

(Qardhawi, 1998: 308):

pogdliaslgely pe elgnal gVl ely sl i) la g I &) abe b
(m\a\jj)

Artinya: “Wahai hamba Allah, berobatlah kamu karena Allah tidak
menurunkan penyakit melainkan Dia menurunkan juga obatnya, kecuali satu
penyakit. Mereka bertanya lagi penyakit apakah itu? Beliau menjawab: Tua”
(HR. Akhmad).

Hadits di atas diperkuat oleh hadits berikutnya yang diriwayatkan oleh

Akhmad dalam Musnad dari Ibnu Mas’ud berbunyi (Qardhawi, 1998: 309):

(m\a\jj)ﬂ@éwﬂpjwc L)A‘LA-‘Q ;M‘dd}\Y\ c-\Jd).u?in\\u\



Artinya: “Sesunguhnya Allah tidak menurunkan suatu penyakit kecuali
dia menurunkan obatnya juga. Orang yang tahu obatnya berarti dia mengetahui.
Sedangkan orang yang tidak tahu obatnya, maka dia tidak mengetahuinya”
(HR.Akhmad).

Hadits di atas menjelaskan bahwa setiap penyakit pasti ada obatnya,
kecuali tua, oleh karena itu apabila sedang sakit dianjurkan untuk berikhtiar
mencari kesembuhan. Beberapa masyarakat melakukan olahraga, meminum obat
penekan nafsu makan, anti obesitas sintesis dan memanfaatkan tumbuh-tumbuhan
yang ada di alam untuk menurunkan berat badan (obesitas). Pemanfaatan bahan
alam tersurat dan tersirat dalam Al-Quran surat An-Nahl [16] ayat 11 yang
berbunyi (Ashidhiqi, 1997):
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Artinya: “Dia menumbuhkan tanaman-tanaman untukmu, seperti
Zaitun, Korma, Anggur dan segala macam buah-buahan, sesungguhnya pada hal-
hal yang demikian terdapat tanda-tanda kekuasaan Allah bagi orang-orang yang
mau memikirkan” (Q.S. An-Nahl : 11).

Ayat di atas dipertegas oleh ayat selanjutnya yang berbunyi (Ashidhiqi,

1997):
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Artinya:“‘Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan Maka kami keluarkan
dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. kami keluarkan dari
tanaman yang menghijau itu butir yang banyak dan dari Mayang Korma
mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun Anggur, dan (Kami
keluarkan pula) Zaitun dan Delima yang serupa dan yang tidak serupa.
perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah)
kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman” (QS.Al-An’am: 99).

Kedua ayat di atas menjelaskan bahwa Tuhan menumbuhkan tanaman-
tanaman dengan air hujan mulai dari tanaman-tanaman yang mudah layu sampai
yang panjang usianya dan paling banyak manfaatnya. Proses turunnya hujan
sampai akibat-akibat yang ditimbulkannya adalah tanda-tanda kebesaran Allah
SWT, hanya kaum yang memikirkan dan beriman mampu memahami semua itu.
Seluruh yang tercipta di Alam seperti tumbuhnya tanaman-tanaman dan buah-
buahan untuk kemaslahatan manusia yakni manusia dapat menggambil manfaat
darinya dan mempergunakan dengan sebaik-baiknya (Imani, 2004: 252-253).

Penggunaan bahan alam sebagai obat alternatif lebih aman dibandingkan
penggunaan bahan sintesis yang berbahaya bila dikonsumsi terus-menerus. Allah
telah menegaskan keamanan penggunaan tumbuh-tumbuhan yang ada di sekitar
dalam surat Lugman [31] ayat 10 yang berbunyi (Ashidhiqi, 1997):
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Artinya:“‘Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan
dia meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam
jenis binatang. dan kami turunkan air hujan dari langit, lalu kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik” (Q.S. Lugman: 10).



Ayat di atas dipertegas oleh ayat selanjutnya yaitu (Ashidhiqi, 1997):
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Artinya : “ Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah
banyaknya kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik?” (QS. As-Syua’aro : 7).

Kedua ayat di atas menjelaskan kekuasaan dan kehebatan ciptaan Allah
sekaligus sebagai bukti kekuasaan-Nya. Salah satu bukti akan kebenaran janji-
Nya yaitu menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik akibat
proses percampuran tanah dengan air hujan dari langit (Shihab, 2002). Kitab
al-Qur’an yang penuh dengan ilmu pengetahuan telah menjelaskan mengenai
beberapa jenis tumbuhan yang mempunyai kelebihan dan berkhasiat sebagai
penawar penyakit, hal ini juga didukung beberapa hadits Nabi yang menjelaskan

tentang tumbuh-tumbuhan sebagai penawar penyakit (sebagai obat).

Allah telah menegaskan dalam al-Qur’an ayat At-Tiin [95] ayat 1 yang
erbunyi :

Artinya: Demi (buah) Tin dan (buah) Zaitun

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT telah bersumpah atas nama
buah Tin dan Zaitun yang mempunyai keistimewaan dan manfaatnya. Dalam
Hadits Nabi yang telah diriwayatkan oleh Abu Zar r.a bahwa Nabi SAW
dihadiahkan sekantung buah Tin, lalu Nabi mengajak sahabat-sahabatnya makan

bersama. Kemudian Nabi bersabda “ Kalau aku katakan tentang buah-buahan



surga tidak berbiji, maka makanlah buah ini karena sesungguhnya dia dapat
menghentikan bawasir serta bermanfaat untuk penyakit di badan “
Ayat yang menjelaskan manfaat dari Zaitun dalam Surat An-Nur [24]

ayat 35 yang berbunyi:
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Artinya : *“Allah (Pemberi) cahaya (kepada) langit dan bumi.
perumpamaan cahaya Allah, adalah seperti sebuah lubang yang tak tembus, yang
di dalamnya ada Pelita besar. Pelita itu di dalam kaca (dan) kaca itu seakan-
akan bintang (yang bercahaya) seperti mutiara, yang dinyalakan dengan minyak
dari pohon yang berkahnya, (yaitu) pohon zaitun yang tumbuh tidak di sebelah
timur (sesuatu) dan tidak pula di sebelah barat(nya), yang minyaknya (saja)
hampir-hampir menerangi, walaupun tidak disentuh api. cahaya di atas cahaya
(berlapis-lapis), Allah membimbing kepada cahaya-Nya siapa yang dia
kehendaki, dan Allah memperbuat perumpamaan-perumpamaan bagi manusia,
dan Allah Maha mengetahui segala sesuatu”.

Hadist lain tentang tumbuhan Habbah As-Sauda sejenis rumput warna
hitam dan bermusim tahunan yang tumbuh di negara-negara sekitar laut tengah
dan di India, daunnya kecil serta halus bunganya berwarna biru buahnya
berbungks dan di dalamnya terdapat biji kecil berwarna hitam yang digunakan
sebagai obat. Hadist Nabi SAW tentang Habbah As-Sauda dari Buraidah bahwa
Rosullallah SAW bersabda “ Pada Habbah As-Sauda terdapat obat segala
penyakit kecuali maut” hadits ini diriwaytkan oleh Abu Nu’aim dalam kitab

Al'Tibb.



Beberapa Ayat dan hadits di atas menjelaskan bahwa tumbuh- tumbuhan
seperti At-tin dan Zaitun maupun Habbah As-Sauda mempunyai manfaat untuk
pengobatan.  Buah At-tin digunakan untuk pengobatan penyakit bawasir,
bengkak-bengkak di badan, pohon Zaitun untuk penawar racun, minyak zaitun
untuk menghaluskan kulit, biji Habbah As-Sauda untuk melancarkan pengeluaran
darah haid, air besar dan kencing. Penjelasan di atas memberi gambaran bahwa
tumbuh-tumbuhan dapat digunakan sebagai obat sebagaimana penjelasan dari
al-Qur’an dan Hadits.

Indonesia kaya aneka ragam jenis tumbuhan dan lebih dari 20.000 jenis
tumbuhan yang telah teridentuifikasi sebagai tumbuhan obat. Namun, baru 1000
jenis tanaman telah terdata dan baru sekitar 300 jenis yang sudah dimanfaatkan
untuk pengobatan tradisional (Hariana, 2005). Penggunaan tumbuhan obat di
Indonesia sudah dimulai dari zaman nenek moyang dan secara turun-temurun
ramuan obat diwariskan dari satu generasi ke generasi berikutnya. Mahkota dewa
merupakan salah satu tanaman herbal asli Indonesia, yang habitat aslinya di tanah
papua. Kemudian tanaman ini masuk ke Keraton Mangkunegara dan Keraton
Jogjakarta, dikedua tempat itu mahkota dewa dikenal sebagai tanaman obat dan
lambat laun mulai dikenal masyarakat di luar keraton. Secara tradisional mahkota
dewa dimanfaatkan sebagai obat untuk penyakit kanker, tumor, diabetes mellitus,
hepatitis, hipertensi, jantung, reatik, asam urat, alergi, gangguan ginjal, dan
ketergantungan obat (Lania, 2005: 1).

Menurut Syariat Islam kehalalan mahkota dewa yang merupakan salah

satu contoh dari tumbuhan herbal ditentukan melalui (Lania, 2005: 7-8) :



1.

Cara memperolehnya

Apabila mahkota dewa yang dikonsumsi berasal dari hasil memetik
dan mengolah dari pohon yang ditanam sendiri atau dari ramuan yang di
beli, maka hukum mengkonsumsinya adalah boleh. Hukumnya menjadi
haram bila diperoleh dengan cara yang dilarang Allah seperti : hasil riba,
harta anak yatim yang diambil dengan batil, hasil curian dan hal-hal yang
terlarang lainnya.
Zat

Zat yang terkandung dari mahkota dewa adalah alkaloid, tannin,
flavonoid, fenol, saponin, minyak atsiri, dan sterol. Diantara kandungan
kimia mahkota dewa tidak satupun yang diharamkan dalam Islam, maka
dari segi zatnya mahkota dewa boleh (mubah) digunakan sebagai obat.
Sifat dan akibat yang ditimbulkan jika mengkonsumsinya

Mahkota dewa dapat dimanfaatkan dengan dua cara: 1). Dimakan
langsung tanpa diolah. Pemanfaatan ini tidak dianjurkan karena mahkota
dewa mentah mempunyai sifat toksik yang tinggi. Efek samping luka di
bibir, lidah dan mulut, menimbulkan mual, pusing dan keracunan.
2). Dalam bentuk yang sudah diolah menjadi ramuan. Mahkota dewa
melalui pengelolaan dahulu dapat mengurangi sifat toksiknya. Ramuan
mahkota dewa dapat dapat dikombinasikan dengan tanaman obat lain atau

obat-obatan moderen dari dokter.
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2007 sampai Februari
2008 di Laboratorium Kimia Universitas Islam Negeri Malang, Laboratorium
Kimia Universitas Muhammadiyah Malang, dan Laboratorium Biomedik Fakultas

Kedokteran UNIBRAW Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Seperangkat alat gelas, blender, timbangan analitik, seperangkat alat
sokshlet, Rotary Evaporator, inkubator, statif, buret, kertas saring, alat sentrifus
dingin Mikro 22 R, pHmeter 3310 JENWAY, autoklav TOMY autoclave SS-325,

spektrofotometer UV-Vis SHIMADZU 1700 pharmaspek dan lampu UV sa.

3.2.2 Bahan

Pereaksi Dragendorff, aquades, metanol (CH;OH), minyak zaitun, larutan
gum arabik 10 %, CaCl, 0,075 M, NaCl 3 M, NaOH 0,05 M, indikataor pp 0,1 %,
larutan fosfat (Na,HPO4) 0,2 M, buffer fosfat (NaH,PO4 dan Na,HPO,4) pH 6;
6,5; 7, 7,5 dan 8, NaH,PO4, Na,HPOy4, Glukosa, larutan aktivator (ZnSO4. 7H,0,
FeSO,4.7H,0 dan CuSO,4.7H,0), nutrien agar, MgSQO,, ekstrak ikan, yeast extract

E-Merck, CH,Cl,, dan NaCl. Seluruh bahan kimia merupakan Pro Analytic (p.a).
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3.3 Tahapan penelitian

Penelitian yang akan dilakukan ada beberapa tahap yaitu:

Tahap I

Tahap II

Tahap III

Tahap IV

Tahap V

: Preparasi sampel daun dari daun dewa mulai dari
pengeringan sampai penghalusan
. Ekstraksi alkaloid daun dewa dengan menggunakan pelarut
metanol dan menguapkan pelarutnya dengan rotary
evaporator
: Uji identifikasi alkaloid menggunakan KLT dengan
pereaksi Dragendroff
: Penyiapan enzim lipase: pembuatan media padat,
penanaman biakan murni, pembuatan media untuk produksi
enzim lipase, pembuatan inokulum, pembuatan kurva
pertumbuhan bakteri, produksi enzim lipase, pengambilan
ekstrak kasar enzim lipase
: Penentuan kondisi aktivitas optimum enzim lipase :
1. Penentuan pH optimum dengan variasi pH: 6; 6,5; 7;
7,5 dan 8
2. Penentuan waktu inkubasi optimum dengan variasi
waktu: 2,4, 6, 8 dan 10 menit
3. Penentuan konsentrasi substrat variasi dengan

konsentrasi substrat: 1,5; 2; 2,5; 3 dan 3,5 %.



Tahap VI : Uji pengaruh penambahan ekstrak kasar daun dewa terhadap
aktivitas enzim lipase dengan variasi konsentrasi: 30, 60,

90, 120 dan 150 mg ekstrak kasar/10ml (aq)

3.4 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian tentang pengaruh ekstrak kasar daun dewa terhadap
aktivitas enzim lipase adalah sebagai berikut:
1. Setiap perlakuan (1 variasi konsentrasi ) diulang 2 kali (duplo)
A = variasi konsentrasi ekstrak kasar daun dewa (mg ekstrak kasar/10
ml)
A = konsentrasi 30 mg/10 ml (aq)
A, = konsentrasi 60 mg/10 ml (aq)
Az = konsentrasi 90 mg/10 ml (aq)
A4 = konsentrasi 120 mg/10 ml (aq)
As = konsentrasi 150 mg/10 ml (aq)
2. Data yang diperoleh kemudian diolah dalam bentuk kurva sehingga dapat
dideskripsikan hasil yang mampu menghambat atau sebaliknya memicu

aktivitas enzim lipase.

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel Daun Dewa
Tumbuhan daun dewa diambil bagian daunnya dan di keringkan dengan

sinar matahari, kemudian sampel dihancurkan dengan blender.



3.5.2 Ekstraksi Senyawa Alkaloid dengan Metode Ekstraksi Sokshlet

Daun dewa yang telah dihaluskan menjadi serbuk ditimbang sebanyak
60 gr, kemudian diekstraksi menggunakan ekstraktor sokshlet dengan pelarut
metanol (100 ml) selama 6 jam (4 kali sirkulasi). Hasil ekstrak kental metanol
diuapkan dengan Rotary Evaporator sampai semua volume metanol menguap dan

diperoleh ekstrak kasar daun dewa dalam wujud kristal (Windono, 2001).

3.5.3 Uji Identifikasi Senyawa Alkaloid Menggunakan KLT

Hasil ekstraksi diatas diambil beberapa miligram kemudian dilarutkan
dalam kloroform, ditotolkan pada lempeng KLT (GF;s4) dengan ukuran plat
20 x 2 cm dan dielusi dengan fase gerak metanol: Diklorometan (9:1) dalam
bejana kromatografi yang telah jenuh sampai batas yang ditentukan. Lempeng
KLT dikeluarkan dari bejana kromatografi dan dikeringkan pada suhu kamar,
setelah lempeng KL T kering disemprot dengan pereaksi Dragendroff. Kemudian
dilihatkan pada sinar UV,s4 dan bila muncul bercak warna jingga pada lempeng
hal tersebut menunjukkan bahwa terdapat senyawa alkaloid kemudian ditentukan

nilai Rf-nya (Windono, 2001).

3.6 Penyiapan Enzim Lipase

Metode pembuatan media padat, penanaman biakan murni, pembuatan
media untuk produksi enzim lipase, pembuatan kurva pertumbuhan bakteri,
pembuatan inokulum, produksi enzim lipase dan isolasi enzim lipase dilakukan

menurut metode penelitian dari Hany Hidayah (2001) yang dimodifikasi.



3.6.1 Pembuatan Media Padat
Sebanyak 3 gram nutrien agar dilarutkan dalam 100 ml aquades dan
dipanaskan hingga larut. Larutan tersebut dipipet 10 ml dan dimasukkan ke dalam

cawan petri, disterilkan dalam autoklav pada suhu 121°C selama 15 menit.

Selanjutnya cawan petri dibiarkan pada suhu ruang selama 24 jam.

3.6.2 Penanaman Biakan Murni
Mikroba Bacillus Subtilis dari biakan dipindahkan secara aseptis sebanyak
satu mata ose ke dalam media padat steril dan disimpan dalam inkubator pada

suhu 30°C selama 24 jam.

3.6.3 Pembuatan Media untuk Produksi Enzim Lipase

Media pertumbuhan Bacillus subtilis terdiri dari: 5,00 gram ekstrak
khamir, 5,00 gram NaCl, 10,00 gram glukosa, 13,4 gram Na,HPO,, 16,8 gram
NaH,;POg4, 0,5 gram MgSO4.7H,0 ditambah 1 ml larutan aktivator dilarutkan
dalam 500 ml ekstrak ikan dan pH diatur hingga pH 7 dengan larutan fosfat
(Na;HPO4) 0.2 M, kemudian larutan dijadikan tepat 1 liter, kemudian disterilisasi

dalam autoklav pada suhu 121°C selama 15 menit.

3.6.4 Pembuatan Kurva Pertumbuhan
Kurva pertumbuhan dibuat berdasarkan hubungan Optical Density (OD)
yang menunjukkan pertumbuhan bakteri dengan waktu inkubasi. 50 ml media cair

dimasukkan ke dalam erlenmeyer, Bacillus subtilis dari media padat dipindahkan



sebanyak dua mata ose ke dalam media cair di atas nyala bunsen, diinkubasi pada
suhu 30°C, selama 2 jam. Disiapkan 14 erlenmeyer 100 ml masing-masing
erlenmeyer diisi 9 ml media cair dan ditambah 1 ml larutan diatas, kemudian
diinkubasi pada suhu 30°C dengan variasi waktu 0; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5;
5; 5,5; 6; 6,5 dan 7 jam. Tiap 0,5 jam diukur nilai OD dengan spektrofotometer

UV-Vis SHIMADZU pada panjang gelombang 600 nm.

3.6.5 Pembuatan Inokulum
Bacillus subtilis yang telah tumbuh pada tahap 3.6.2 diencerkan dengan
aquades steril sebanyak 5 ml kemudian dikocok. Suspensi spora ini dimasukkan

dalam 50 ml media cair diinkubasi sampai setengah fase log pada suhu 30°C .

3.6.6 Produksi Enzim Lipase
Sebanyak 300 ml media cair dibagi enam dan masing-masing dituang ke

dalam erlenmeyer 100 ml, kemudian disterilkan pada suhu 121°C selama

15 menit. Media didinginkan kedalam tiap erlenmeyer ditambah 5 ml larutan

inokulum secara aseptis dan diinkubasi sebelum fase log (3,5 jam).

3.6.7 Pengambilan Ekstrak Kasar Enzim Lipase

Erlenmeyer pada percobaan 3.6.6 ditambah 12,5 ml, larutan buffer fosfat
pH 7 kemudian disentrifus dengan kecepatan 4500 rpm pada suhu 4°C selama
15 menit. Supernatan yang diperoleh merupakan ekstrak kasar enzim lipase

kemudian diukur supernatannya serta disimpan pada suhu 4°C .



3.7 Penentuan Kondisi Optimum Aktivitas Enzim Lipase
3.7.1 Penentuan pH Optimum Aktivitas Enzim Lipase

Emulsi minyak zaitun terdiri dari 1 ml minyak zaitun dan 9 ml larutan
gum arabik 10 % dalam air, dthomogenkan selama 2 menit. Kemudian ditambah
larutan yang terdiri dari 10 ml aquades, 6 ml CaCl, 0,075 M, dan 4 ml NaCl 3 M
kemudian dihomogenkan, diatur pada variasi pH 6; 6,5 ; 7; 7,5 dan 8 dengan
larutan fosfat 0,2 M dan ditambahkan buffer fosfat sesuai dengan pH-nya,
selanjutnya larutan dijadikan tepat 40 ml. Sebanyak 5 ml campuran diatas dipipet
dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 100 ml dijadikan substrat untuk analisis dan
ditambah 0,5 ml ekstrak enzim lipase dan 0,5 ml aquades dikocok selama

15 detik, diinkubasi pada suhu 30°C selama 6 menit dalam inkubator. Hidrolisis

terjadi selama inkubasi dan dihentikan dengan memasukkan erlenmeyer ke dalam

penanggas air pada suhu 100°C selama 2 menit. Sampel hasil hidrolisis ditambah

2 tetes indikator pp 0,1 % dan dititrasi dengan NaOH 0,05 M hingga berwarna
merah jambu dan tidak hilang selama 30 detik.
Untuk blanko, enzim lipase diinaktifkan dengan pemanasan pada suhu

100°C selama 15 menit. Kemudian enzim lipase inaktif diperlakukan sama

dengan prosedur aktivitas enzim lipase aktif dan dilakukan dua kali ulangan

3.7.2 Penentuan Waktu Inkubasi Optimum Aktivitas Enzim Lipase
Emulsi minyak zaitun terdiri dari 1 ml minyak zaitun dan 9 ml larutan
gum arabik 10 % dalam air, dihomogenkan selama 2 menit. Kemudian ditambah

larutan yang terdiri dari 10 ml aquades, 6 ml CaCl, 0,075 M, dan 4 ml NaCl 3 M



kemudian dihomogenkan, diatur pada pH optimum dengan larutan fosfat 0,2 M
dan ditambahkan buffer fosfat pH optimum, selanjutnya larutan dijadikan tepat
40 ml. Sebanyak 5 ml campuran diatas dipipet dan dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 100 ml dijadikan substrat untuk analisis dan ditambah 0,5 ml ekstrak
enzim lipase dan 0,5 ml aquades dikocok selama 15 detik, diinkubasi pada suhu

30°C selama 2, 4, 6, 8 dan 10 menit dalam inkubator. Hidrolisis terjadi selama

inkubasi dan dihentikan dengan memasukkan erlenmeyer ke dalam penanggas air

pada suhu 100°C selama 2 menit. Sampel hasil hidrolisis ditambah 3 tetes

indikator pp 0,1 % dan dititrasi dengan NaOH 0,05 M hingga berwarna merah
jambu dan tidak hilang selama 30 detik.
Untuk blanko, enzim lipase diinaktifkan dengan pemanasan pada suhu

100°C selama 15 menit. Kemudian enzim lipase inaktif diperlakukan sama

dengan prosedur aktivitas enzim lipase aktif dan dilakukan dua kali ulangan.

3.7.3 Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum Aktivitas Enzim Lipase
Untuk membuat variasi konsentrasi substrat lihat lampiran 2 yang terdiri
dari emulsi minyak zaitun dan larutan gum arabik 10 % dalam air, dthomogenkan
selama 2 menit. Kemudian ditambah larutan yang terdiri dari aquades,
CaCl, 0,075 M, dan NaCl 3 M., lalu dihomogenkan, diatur pada pH optimum
dengan larutan fosfat 0,2 M dan ditambahkan buffer fosfat, selanjutnya larutan
dijadikan tepat 40 ml. Sebanyak 5 ml campuran diatas dipipet dan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer 100 ml untuk analisis dan ditambah 0,5 ml ekstrak kasar enzim

lipase dan 0,5 ml aquades dikocok selama 15 detik, diinkubasi pada suhu 30°C



dengan waktu inkubasi optimum dalam inkubator. Hidrolisis terjadi selama
inkubasi dan dihentikan dengan memasukkan erlenmeyer ke dalam penanggas air

pada suhu 100°C selama 2 menit. Sampel hasil hidrolisis ditambah 3 tetes

indikator pp 0,1 % dan dititrasi dengan NaOH 0,05 M hingga berwarna merah
jambu dan tidak hilang selama 30 detik.
Untuk blanko, enzim lipase diinaktifkan dengan pemanasan pada suhu

100°C selama 15 menit. Kemudian enzim lipase inaktif diperlakukan sama

dengan prosedur aktivitas enzim lipase aktif dan dilakukan dua kali ulangan.

3.8 Uji Pengaruh Penambahan Ekstrak Kasar Senyawa Alkaloid dari Daun
Dewa Terhadap Aktivitas Enzim Lipase

Emulsi minyak zaitun terdiri dari 1 ml minyak zaitun dan 9 ml larutan
gum arabik 10 % dalam air, dthomogenkan selama 2 menit. Kemudian ditambah
larutan yang terdiri dari 10 ml aquades, 6 ml CaCl, 0,075 M, dan 4 ml NaCl 3 M
kemudian dihomogenkan, diatur pada pH optimum (pH 7) dengan larutan fosfat
0,2 M dan ditambahkan buffer fosfat pH 7, selanjutnya larutan dijadikan tepat
40 ml. Sebanyak 5 ml campuran diatas dipipet dan dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 100 ml dijadikan substrat untuk analisis dan ditambah 0,5 ml ekstrak
enzim lipase, 0,5 ml ekstrak kasar daun dewa dengan variasi konsentrasi 30, 60,
90, 120 dan 150 mg/10 ml larutan dan 0,5 ml aquades dikocok selama 15 detik,

diinkubasi pada suhu 30°C selama waktu inkubasi optimum (8 menit) dalam

inkubator. Hidrolisis terjadi selama inkubasi dan dihentikan dengan memasukkan

erlenmeyer ke dalam penanggas air pada suhu 100°C selama 2 menit. Sampel



hasil hidrolisis ditambah 3 tetes indikator pp 0,1 % dan dititrasi dengan NaOH
0,05 M hingga berwarna merah jambu dan tidak hilang selama 30 detik.
Untuk blanko, enzim lipase diinaktifkan dengan pemanasan pada suhu

100°C selama 15 menit. Kemudian enzim lipase inaktif diperlakukan sama

dengan prosedur aktivitas enzim lipase aktif dan dilakukan dua kali ulangan.

3.9 Teknik Analisis Data
Analisis data pengaruh penambahan ekstrak kasar daun dewa terhadap
aktivitas enzim lipase dilakukan dengan mendiskripsikan seluruh data melalui

hasil kurvanya.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini mempelajari makna yang terkandung di dalam al-quran
karena agama merupakan jalan terang bagi akal untuk mempelajari sains dan
teknologi (Daud, 2007), sehingga di beberapa ayat-ayat-Nya Allah telah
menyebutkan bahwa hanya orang-orang yang mau bersyukur dan memikirkan saja
yang mampu memahami segala apa yang tercipta di kehidupan ini hanya untuk
kemaslahatan umat.

Berdasarkan QS. Al-A’raaf [07] ayat 10 yang berbunyi :

Artinya : Sesungguhnya Kami telah menempatkan kamu sekalian di
muka bumi dan Kami adakan bagimu di muka bumi (sumber) penghidupan. Amat
sedikitlah kamu bersyukur.

Ayat di atas dipertegas oleh ayat selanjutnya Q.S An-Nahl [16] ayat 11

yang berbunyi :

/////

Artinya : Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-
tanaman; zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya
pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum
yang memikirkan.

Kedua ayat di atas menjelaskan sebuah alasan manusia untuk

mengingat segala rahmat-rahmat Allah, memafaatkan segala pemberian-

40



pemberian-Nya secara layak dan mengarahkan masyarakat pada kebahagiaan
yang abadi serta untuk memberikan rasa syukur kepada Allah
(Ghulsyani, 1993: 82-83). Seluruh pemberian Allah yang ada di muka bumi
tercipta untuk dimanfaatkan sebaik-baiknya begitu pula dengan daun dewa banyak
dimanfaatkan sebagai obat antikanker, anti tumor, kolesterol tinggi, muntah darah
dan lain sebagainya (Wijayakusuma, 2006: 42). Tanaman daun dewa merupakan
tumbuhan semak semusim, tanaman ini banyak tumbuh di sekitar, bahkan sering
tumbuh secara liar di pekarangan, sehingga dilakukan eksperimen atau penelitian
bahwa daun dewa dapat digunakan sebagai inhibitor enzim lipase, karena untuk
memahami alam harus mampu menggunakan indera. Indera dapat dimaknai
sebagai pengamatan dan eksperimen (Ghulsyani, 1993: 84).

Pada bab ini dijelaskan tentang hasil-hasil penelitian dan pembahasan
meliputi preparasi sampel, ekstraksi sokhlet, evaporasi ekstrak kental, uji
identifikasi senyawa alkaloid dengan KL T, pembuatan media padat, penanaman
biakan murni, pembuatan media untuk enzim lipase, pembuatan kurva
pertumbuhan, pembuatan inokulum, produksi enzim lipase, pengambilan ekstrak
kasar enzim lipase, penentuan kondisi optimum aktivitas enzim lipase yaitu:
penentuan pH optimum aktivitas enzim lipase, penentuan waktu inkubasi
optimum aktivitas enzim lipase, konsentrasi substrat optimum aktivitas enzim

lipase serta uji pengaruh ekstrak kasar daun dewa terhadap aktivitas enzim lipase.



4.1 Preparasi Sampel dan Ekstraksi Senyawa Alkaloid

Daun dewa yang digunakan sebagai sampel berasal dari daun yang
segar berwarna hijau tua (lampiran 6), sampel kemudian dikeringkan dengan cara
menjemur sampel di bawah sinar matahari selama 4 hari pada suhu normal (aliran
udara terbuka), perlakuan ini bertujuan untuk mengurangi kadar air dan mencegah
terjadinya perubahan kimia (daun cepat busuk sehingga dapat menghasilkan
mikroorganisme yang dapat merubah konformasi senyawaan kimia yang
terkandung di daun tersebut) (Suastini, 2000). Sampel yang telah kering
diblender untuk memperluas permukaan sehingga mempermudah pada proses
ekstraksi, sampel yang diperoleh adalah daun kering yang berwarna hijau tua.

Proses selanjutnya adalah ekstraksi daun dewa yang telah kering
dengan tujuan mendapatkan ekstrak kasar senyawa alkaloid dari daun dewa.
Proses ekstraksi menggunakan ekstraksi sokhlet. Ekstraksi sokhlet hanya
memerlukan jumlah pelarut sedikit, proses ekstraksinya yang cepat dan titik didih

senyawa alkaloid berkisar 172 °C sehingga senyawa tersebut tidak rusak/hilang

akibat proses pemanasan. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi adalah metanol
p.a 80 %, pelarut ini sering digunakan untuk mengekstrak senyawa alkaloid.
Metanol mempunyai sifat yang tidak terlalu polar maupun non polar
(Anonymous, 2008: 4), sehingga mempunyai kelarutan dan stabilitas yang tinggi
terhadap senyawa alkaloid. Kepolaran metanol dapat dilihat dari gugus
hidroksilnya sedangkan sifat non polarnya dilihat dari gugus alkilnya. Sampel

daun dewa kering masing-masing 60 gram diekstraksi dengan metanol 100 ml



selama 6 jam (4 sirkulasi), ekstrak kental yang diperoleh berwarna hijau tua
+ 50 ml (lampiran 6).

Ekstrak kental dievaporasi dengan Rotary Evaporator untuk
menghilangkan pelarut metanol. Ekstrak kasar ulangan I diperoleh 3,5973 gram
berwarna hijau tua dan kecoklatan berbentuk kristal dan ekstrak kasar ulangan II
4,0898 gram berwarna hijau tua berbentuk kristal yang masih sedikit pelarutnya,
berat rata-rata yang diperoleh + 3,84355 gram.

Berdasarkan hasil ulangan ekstrak kasar daun dewa dideskripsikan
melalui tabel berikut:

Tabel 4.1 Hasil ulangan ekstrak kasar daun dewa

No | Ulangan Bentuk Warna Berat gram
1. | UlanganI | Kristal (keadaan kering) Hijau tua dan 3,5973
sedikit
kecoklatan
2. | Ulangan II | Kristal  dengan  sedikit | Hijau tua 4,0898
pelarutnya

4.2 Uji Identifikasi Senyawa Alkaloid

Uji identifikasi senyawa alkaloid dengan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT). Penggunaan KLT bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa yang
terdapat dalam ekstrak atau menentukan jumlah komponen yang terpisah pada
daun dewa. Kelebihan dari KLT dapat digunakan untuk analisis kuantitatif
(Diana, 2005: 41). Kromatografi Lapis Tipis yang digunakan 20 cm x 2 cm GF»s4

(Merck), plat KLT dioven pada suhu 100 °C selama 30 menit untuk

menghilangkan air yang terdapat pada plat. Eluen campur metanol : diklorometan

(9:1) dihomogenkan dengan penambahan 1 tetes asam asetat untuk meminimalisis



adanya ekor pada spot. Sampel ditotolkan pada plat KLT dan dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan kemudian dielusi selama 3 jam sampai jarak pelarut
12,7 cm.

Plat yang kering kemudian dilakukan uji identifikasi senyawa alkaloid
dengan pereaksi Dragendroff, pereaksi ini mempunyai kepekaan sepuluh kali lipat
dari perekaksi lainnya (Robinson, 2005 : 285). Plat yang telah disemprot dengan
pereaksi Dragendroff diangin-anginkan sampai kering kemudian diidentifikasi
plat tersebut dibawah sinar lampu UV pada panjang gelombang 254 nm (untuk
memperjelas spot yang terbentuk). Dugaan reaksi senyawa alkaloid dengan
pereaksi Dragenddroff akan membentuk alkaloid tetraiodobismutat yang berwarna
jingga (Vogel, 1990: 229):

Bi’* + C,(H,;,NO, + H" + 41~ — C,,H,,NO,H .HBil,
(Alkaloid) (tetraiodobismutat/warna jingga)

Terbentuknya alkaloid tetraiodobismutat berdasarkan kemampuan
alkaloid bergabung dengan logam bismut yang memiliki berat atom yang tinggi
(Satrohamidjojo, 1996: 121). Hasil identifikasi KLT di tunjukkan dalam gambar

di bawah 1ini.
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Gambar 4.1 Pola spot KLT dari ekstrak kasar daun dewa

Berdasarkan gambar 4.1 hasil KLT menunjukkan terdapat 6 spot yang
dideskripsikan pada tabel berikut:

Tabel 4.2 Hasil KLT dari ekstrak kasar daun dewa

No. Spot Warna Rf
1. Pertama Hijau tua 0,51
2. Kedua Hijau kekuningan 0,57
3. Ketiga Kuning 0,62
4. Keempat Coklat muda 0,69
5. Kelima Coklat muda 0,72
6. Keenam Jingga 0,77

Hasil KLT ekstrak kasar daun dewa setelah disemprot pereaksi
Dragendroff diperoleh 6 spot dengan nilai Rf yang bervariasi seperti pada tabel.
4.1. Enam spot yang terbentuk diperkirakan senyawa-senyawa yang teridentifikasi
pada ekstrak metanol daun dewa. Senyawa alkaloid di tunjukkan warna jingga

pada plat dan nilai Rf 0,77, hal ini sesuai dengan penelitian Windono (2001)



menyebutkan alkaloid yang terdapat pada daun dewa setelah uji identifikasi
dengan KLT mempunyai nilai Rf berkisar + 0,76. Alkaloid yang teridentifikasi

masih alkaloid secara umum dan belum diketahui jenisnya.

4.3 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bacillus subtillis dan Produksi Enzim
Lipase

Enzim lipase dapat diproduksi dari beberapa mikroba antara lain
mikroba Bacillus subtilis, mikroba ini diremajakan dengan media padat nutrien
agar yang mengandung nutrisi dan zat-zat yang diperlukan untuk pertumbuhan.
Proses peremajaan untuk meregenerasi bakteri, menjaga ketersediaan nutrisi dan
mencegah terjadinya perubahan kultur murninya. Pembuatan inokulum berfungsi
untuk mempercepat fase adaptasi bakteri pada media cair. Pembuatan kurva
pertumbuhan bakteri untuk mengetahui masa adaptasi, logaritmik dan stasioner,
sehingga dapat diketahui masa panen dan diperoleh enzim lipase yang maksimal.

Kurva pertumbuhan dibuat dengan menumbuhkan bakteri Bacillus
subtillis pada media cair (inokulum), kemudian ditumbuhkan ke media cair lagi

dan diinkubasi pada suhu 30° C . Setiap 5 menit digoyang-goyangkan untuk

mengatur aerasi dan menjaga kondisi media pertumbuhan serta mempermudah
transfer nutrisi ke dalam sel (Fasya, 2004: 21). Pertumbuhan bakteri Bacillus
subtillis di amati dengan  mengukur nilai Optical Density (OD) media
pertumbuhan pada panjang gelombang 600 nm dengan Spektrofotometer UV-Vis,
setiap selang 0,5 jam diukur nilai OD-nya, karena semakin tinggi nilai OD-nya

maka semakin banyak jumlah sel mikroba yang tumbuh. Nilai OD sebanding



dengan nilai absorbansinya, jadi nilai absorbansi menunjukkan jumlah total

konsentrasi sel (Lorowitz, 2007: 40).

Kurva Pertumbuhan Bakteri
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Gambar 4.2 Kurva pertumbuhan Bacillus subtilis

Kurva pertumbuhan Bacillus subtilis di atas menunjukkan pada jam ke
0 -1,5 pertumbuhan bakteri sangat lamban karena pada fase ini berada pada fase
adaptasi dengan media. Pada jam 1,5- 4 merupakan fase logaritmik yaitu bakteri
mengalami pembelahan sel sangat pesat sehingga pertumbuhannya mencapai
maksimum. Fase stasioner terjadi pada jam ke 4,5 -7, pada fase ini pembelahan sel
bakteri mulai berhenti dan mulai mengalami kematian, oleh karena itu pembuatan
waktu panen dilakukan selama waktu inkubasi 3,5 jam yang merupakan fase
sebelum fase stasioner untuk mendapatkan enzim yang maksimum.

Enzim lipase diproduksi dari inokulum yang dipindahkan ke media
cair dan diinkubasi selama 3,5 jam. Sel bakteri yang mengandung enzim lipase

dipisahkan dengan sentrifugasi dingin suhu 4° C . Pemisahan sel dengan enzim



lipase dilakukan pada suhu dingin karena enzim merupakan protein yang mudah
mengalami denaturasi oleh panas. Penambahan buffer fosfat pH 7 untuk
mempertahankan pH sehingga enzim yang diperoleh tidak mengalami denaturasi
oleh pH yang terlalu tinggi atau rendah. Hasil sentrifugasi didapat dua lapisan,
lapisan bawah berupa endapan berwarna putih sedangkan supernatan berupa
cairan warna kuning oranye (Lampiran 7) yang merupakan ekstrak kasar enzim
lipase, dari inokulum yang dikembangbiakan dalam 300 ml cair didapat 260 ml

ekstrak kasar. Hasil ekstrak disimpan dalam lemari es pada suhu 4° C untuk

menjaga kondisi enzim agar tidak mengalami kerusakan.

4.4 Penentuan Kondisi Optimum Enzim Lipase

Uji aktivitas enzim menggunakan metode titrasi asam basa, prinsip
pengukuran substrat trigliserida dalam hal ini minyak zaitun, diemulsikan dengan
gum arabik 10 % dan diberi enzim lipase yang belum diketahui keaktifannya,
kemudian diinkubasi pada suhu dan pH optimum, selama inkubasi asam lemak
dibebaskan. Hasil titrasi didapatkan jumlah volume (liter) persatuan waktu yang
digunakan sebagai satuan dalam pengukuran aktivitas enzim. Proses
pengemulsian minyak zaitun dengan gum arabik untuk mempercepat proses
hidrolisis oleh enzim lipase, enzim lipase bekerja sangat lamban pada larutan
lemak dalam air. Penambahan garam NaCl dan CaCl, meningkatkan keaktifan
enzim, CaCl, juga membantu meningkatkan daya tahan enzim terhadap panas,

buffer fosfat digunakan untuk mempertahankan pH (Winarno, 1986: 67-68).



Aktivitas enzim lipase diperoleh dari jumlah asam lemak bebas yang
dibebaskan selama hidrolisis berlangsung dengan mengikuti prinsip titrasi asam
basa (Hidayah, 2001):

RCOOH o) + NaOHE; — RCOONagg +  HyOpag)

Persamaan di atas menunjukkan jumlah asam lemak bebas setara
dengan jumlah NaOH yang digunakan untuk titrasi.

Aktivitas enzim lipase (x mol/ml.menit) berbanding lurus dengan konsentrasi

asam lemak yang terbentuk =

(V NaOH sampel =~ V NaOH Blanko) X M NaOH X 1000
V enzim x t reaksi

Proses hidrolisis enzim lipase menghasilkan satu molekul gliserol dan
dua molekul asam lemak bebas. Enzim lipase yang terdapat pada Bacillus subtillis
diduga adalah enzim lipase yang mempunyai kekhasan posisi 1 dan 3 trigliserida
(menghidrolisis ikatan ester posisi 1 dan 3) karena enzim lipase ini enzim yang
umum pada mikroba. Enzim lipase akan menghidrolisis ikatan ester 1 kemudian
ke ikatan ester posisi 3, ikatan ester posisi 2 tidak mampu memasuki tapak aktif
dari enzim lipase karena gangguan keruangan (Deman, 1997: 453). Hasil
hidrolisis lemak oleh enzim lipase dapat dilihat pada lampiran 7, reaksi hidrolisis

lemak (trigliserida) oleh enzim lipase:
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Gambar 4.3 Reaksi hidrolisis lemak oleh enzim lipase

4.4.1 Penentuan pH Optimum Enzim Lipase

Enzim lipase seperti halnya protein memiliki gugus-gugus yang dapat
mengalami ionisasi. Enzim lipase mempunyai 3 asam amino yang berperan dalam
reaksi katalitiknya yaitu asam aspartat, histidin dan serin (Pouderoyen et al, 2001).
Konsentrasi ion H * yang ada disekitar ketiga asam amino tersebut mempengaruhi
keadaan ionisasinya.

pH yang tepat bila gugus R mampu mengion, dan gugus —NH asam
amino satu dengan gugus —COOH karboksilat dari asam amino lain berikatan
peptida secara kovalen, dalam reaksi katalitik enzim lipase gugus R asam amino
yang berperan adalah gugus karboksilat pada asam aspartat (Wardani, 2001: 26-

27).
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Gambar 4.4 Struktur 3 asam amino (asam aspartat, serin dan histidin) pada enzim

lipase

Gambar di atas menunjukkan bahwa gugus karboksilat asam aspartat
dalam air mengion dengan melepas atom hidrogen sehingga atom oksigennya
bermuatan negatif (Fessenden, 1998: 29). Ikatan hidrogen terbentuk antara atom
oksigen tersebut dengan atom hidrogen yang terikat pada salah satu nitrogen dari
cincin histidin. nitrogen lain pada cincin histidin akan berikatan dengan atom

hidrogen pada serin (Wardani, 2001: 26-27).
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Gambar 4.5 Kurva pH optimum

Berdasarkan kurva di atas pH optimum berada di pH 7 (pH netral),
pada pH optimum hanya gugus karboksilat asam aspartat yang mengion. pH
dibawah pH optimum (konsentrasi H'™ lebih besar) yaitu pH 6,5 aktivitas enzim
lipase 5,00 # mol/ml.menit dan pH 6 aktivitas enzim lipase 3,33 1 mol/ml.menit,
gugus karboksilat dari asam aspartat sulit melepaskan atom hidrogen, maka cincin
histidin akan mengion dan bermuatan positif, apabila pH di atas pH optimum
yaitu pH 7,5 aktivitas enzim lipase 3,33 4 mol/ml.menit dan pH 8 aktivitas enzim
lipase 1,67 ¢ mol/ml.menit, menurut Wardani (2001: 26-27) pH di atas pH 7
selain asam aspartat yang mengion, serin ikut mengion melepaskan atom H
sehingga bermuatan negatif, jadi pH yang digunakan untuk enzim lipase pada

pH 7 dengan aktivitas enzim lipase 6,67 4 mol/ml.menit.



4.4.2 Penentuan Waktu Inkubasi Optimum Enzim Lipase

Penentuan waktu inkubasi untuk mengetahui waktu yang tepat, agar
enzim lipase mampu menghidrolisis lemak dengan sempurna. Aktivitas enzim
lipase dipengaruhi waktu reaksinya, semakin lama waktu reaksi atau waktu kontak
antara enzim dengan substrat maka akan semakin banyak kompleks enzim-
substrat (ES) yang terbentuk sehingga produk yang dihasilkan juga semakin

banyak (Wardani, 2001).

Waktu Inkubasi Optimum

mikromol/ml.menit
(V) w SN W (o))

Aktivitas enzim lipase

Menit

Gambar. 4.6 Kurva waktu inkubasi optimum

Pada menit ke-4 aktivitas enzim lipase 2,5 4 mol/ml.menit dan menit
ke-6 aktivitas enzim lipase 3,33 gz mol/ml.menit dengan selisih aktivitasnya
0,83 x mol/ml.menit tidak berbeda jauh karena ada molekul intermediet atau
produk antara yaitu kompleks ES.

E+S ¢ > ES—> E+P



ES menit ke-8 lebih banyak karena waktu inkubasi yang lebih lama dari
menit ke-4 dan ke-6, pada menit ke-10 dengan aktivitas enzim lipase

2,5 g mol/ml.menit terjadi penurunan aktivitasnya karena produk menghambat

kerja enzim lipase. Waktu inkubasi yang digunakan untuk mengukur aktivitas

enzim pada waktu menit ke-8 dengan aktivitas enzim 5,00 ¢ mol/ml.menit, karena

waktu menit ke-8 terbentuk ES yang lebih banyak dari menit yang lainnya,
sehingga dengan ES yang banyak akan terbentuk produk yang lebih banyak

(produk optimum).

4.43 Penentuan Substrat Optimum Enzim Lipase

Penentuan substrat optimum dilakukan untuk mengetahui konsentrasi
substrat yang tepat, agar dapat berinteraksi dengan enzim sehingga membentuk
produk yang maksimal. Bagian aktif enzim mempunyai ruangan yang tepat untuk
dapat menampung substrat, bertambahnya konsentrasi substrat akan menaikkan
aktivitas enzim, namun pada konsentrasi tertentu tidak terjadi kenaikan aktivitas

enzim karena enzim sudah jenuh dengan substrat.
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Gambar 4.7 Kurva konsentrasi substrat optimum

Pada konsentrasi substrat rendah yaitu 1 % dengan aktivitas enzim

lipase 1,25 g mol/ml.menit;1,5 % aktivitas enzim lipase 1,875 x mol/ml.menit
dan 2 % aktivitas enzim lipase 2,5 ¢ mol/ml.menit, bagian aktif enzim hanya

mampu menampung substrat sedikit sehingga aktivitas enzim rendah, jadi
aktivitas enzim terlihat berbanding lurus dengan kadar substratnya. Pada
konsentrasi 2,5 % substrat dapat berinteraksi dengan enzim di bagian sisi aktifnya
secara maksimal karena konsentrasi substrat bereaksi secara tepat dengan
enzimnya. Pada konsentrasi 3 % semua bagian aktif enzim telah dipenuhi oleh
substrat atau jenuh oleh substratnya sehingga bertambahnya konsentrasi substrat
tidak mempengaruhi aktivitas enzim. Menurut Iswari (2006: 49-50) semakin
tinggi kadar substrat aktivitas enzim semakin berkurang, pada konsentrasi yang

tinggi aktivitas enzim lipase dibatasi oleh waktu yang dibutuhkan untuk



mengubah kompleks ES menjadi produk (P) dan jumlah enzim bebas (E)
mempunyai tingkat reaksi menyerupai tingkat 0, karena reaksi sudah tidak
bergantung lagi pada kadar substrat dan pada saat ini enzim dalam keadaan jenuh
dengan substrat. Konsentrasi substrat optimum adalah 2,5 % dengan aktivitas

enzim lipase 3,75 z mol/ml.menit, karena pada konsentrasi ini substrat dapat

berinteraksi secara tepat dengan enzim.

4.5 Pengaruh Ekstrak Kasar Daun Dewa Terhadap Aktivitas Enzim Lipase

Uji pengaruh ekstrak kasar daun dewa terhadap aktivitas enzim lipase
bertujuan untuk mengetahui konsentrasi optimum ekstrak kasar terhadap
penghambatan aktivitas enzim lipase. Berdasarkan hasil KLT munculnya spot
berwarna jingga pada Rf 0,77 membuktikan bahwa di dalam ekstrak metanol daun
dewa terdapat senyawa alkaloid, hal ini sesuai dengan penelitian Windono, dkk
(2000) menyebutkan alkaloid yang terdapat pada daun dewa setelah uji
identifikasi dengan KLT terdapat 5 spot yang berwarna jingga dan mempunyai
nilai Rf berkisar + 0,76.

Pada penelitian ini belum diketahui jenis alkaloidnya, sehingga diduga
alkaloid yang terdapat pada daun dewa, yaitu alkaloid senecionina atau
pirolizidin. Berdasarkan hasil penelitian Yuan et al (1990) menunjukkan bahwa
terdapat enam jenis alkaloid senecionina atau pirolizidin dan penelitian Windono
dkk (2001: 87) terdapat lima jenis alkaloid pirolizidin dari daun dewa. Alkaloid
yang mengandung unsur nitrogen mempunyai struktur kimia yang mirip dengan

orlistat, (obat antiobesitas sintesis yang bekerja menghambat aktivitas enzim



lipase) sehingga dimungkinkan memiliki efek menghambat aktivitas enzim lipase

(Rahardjo dkk, 2005: 51).
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Gambar 4.9 Kurva pengaruh ekstrak kasar daun dewa terhadap aktivitas enzim
lipase

Grafik di atas menunjukkan bahwa ekstrak kasar daun dewa mampu
menghambat aktivitas enzim lipase. Aktivitas enzim lipase dalam menghidrolisis
lemak tanpa penambahan inhibitor adalah aktivitas 3,75 ¢ mol/ml.menit,
kemudian setelah penambahan inhibitor dengan konsentrasi ekstrak kasar daun
dewa 30 mg/10 ml (aq) aktivitas enzim lipase mengalami penurunan menjadi
2,1875 umol/ml.menit. Penambahan konsentrasi ekstrak kasar daun dewa 60
mg/10 ml (aq) sampai 150 mg/10 ml (aq) mempunyai aktivitas enzim lipase yang
sama yaitu 1,25 g mol/ml.menit. Hal ini menunjukkan penambahan nilai
konsentrasi tidak mempengaruhi inhibitor untuk melakukan proses penghambatan

aktivitas enzim lipase lagi, jadi nilai konsentrasi penghambatan ekstrak kasar daun



dewa optimum pada konsentrasi 60 mg/10 ml larutan dengan nilai aktivitas enzim

lipase 1,25 g mol/ml.menit.

4.6 Tinjauan Agama Islam pada Daun Dewa sebagai Tumbuhan Herbal

Hasil penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak
daun dewa mampu menghambat aktivitas enzim lipase, hal ini menunjukkan
bahwa segala apa yang tercipta ada manfaatnya dan itu semua merupakan tanda-
tanda kekuasaan Allah. Sebagaimana pada ayat-ayat Allah Q.S Adz-Dzariyaat

[51] ayat 20-21 yang berbunyi:

Artinya: Dan di bumi itu terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi
orang-orang yang yakin. Dan (juga) pada dirimu sendiri. Maka Apakah kamu
tidak memperhatikan?

Kitab al-Qur’an yang penuh dengan ilmu pengetahuan telah
menjelaskan dalam surat At-Tin ayat 1, Surat An-Nur ayat 35 mengenai beberapa
jenis tumbuhan yang mempunyai kelebihan dan berkhasiat sebagai penawar
penyakit. Beberapa hadits Nabi SAW juga menjelaskan bahwa tumbuh-tumbuhan
seperti At-Tin dan Zaitun maupun Habbah As-Sauda mempunyai manfaat untuk
pengobatan. Buah At-Tin digunakan untuk pengobatan penyakit bawasir,
bengkak-bengkak di badan, pohon zaitun untuk penawar racun, minyak zaitun
untuk menghaluskan kulit, biji Habbah As-Sauda untuk melancarkan pengeluaran

darah haid, air besar dan kencing. Penjelasan di atas memberi gambaran bahwa



tumbuh-tumbuhan dapat digunakan sebagai obat sebagaimana penjelasan dari
al-Qur’an dan hadits.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa daun dewa mempunyai manfaat
sebagai inhibitor aktivitas enzim lipase, meski tidak tersurat dan tersirat dalam
al-Qur’an maupun Hadits bahwa daun dewa dapat dimanfaatkan sebagai
pengobatan, maka pemanfaatannya diqiyaskan dengan tumbuh-tumbuhan yang
dimanfaatkan sebagai pengobatan sebagaimana disebutkan dalam ayat al-Qur’an
maupun Hadist.

Tinjauan syari’at Islam pada daun dewa mengikuti tumbuhan mahkota
dewa karena mempunyai kemiripan kandungan persenyawaanya. Kandungan
senyawa pada daun dewa antara lain: saponin, senesefilin, senesifillinin, minyak
atsiri, flavonoid, alkaloid dan tanin (Wijayakusuma, 2006). Berdasarkan
kandungan dari daun dewa tersebut belum ada kajian yang jelas mengenai kaedah
hukum Islamnya, namun berdasarkan kaidah hukum Islam di dalam ushul figih

menurut madzab Syafi’i yaitu (Bisri, 1977: 11):

sl e S0 Al U0 i 320y LY e Jal)

Artinya: “ Pada dasarnya segala sesuatu dan perbuatan adalah
mubah, kecuali ada dalil yang menunjukkan keharamannya”,

Menurut kaidah hukum islam di atas, maka dapat dinilai dari segi zat
daun dewa hukumnya boleh digunakan sebagai obat karena kandungan
persenyawaan kimia daun dewa tidak ada satupun yang diharamkan.

Penggunaan daun dewa dianjurkan kurang lebih 14-15 lembar dan

tidak  boleh  berlebihan karena akan memunculkan ketoksikannya



(Suharmiati, 2006). Segala sesuatu yang dilakukan dengan berlebihan akan
menimbulkan efek yang tidak baik karena Allah telah menjelaskan dalam surat

Al-An’am [06] ayat 141 yang berbunyi (Ashidhiqi, 1997):

Al_cza\u.l,.;t)}b&;wajwf&)wi/uw Lw)‘ Lg.\]T)A &
}3.: ;‘LO.>- ‘)—"‘)JN‘ ‘bl L°JNU.4 b)& w L‘,W \_)LAJJ“’ \.))"’Jj‘ﬁ

\\%}JM‘%Y;A)‘ ‘).9}&5 Yj LODL&

Artinya:*“Dan Dialah yang menjadikan kebun-kebun yang berjunjung
dan yang tidak berjunjung, pohon korma, tanam-tanaman yang bermacam-
macam buahnya, zaitun dan delima yang serupa (bentuk dan warnanya) dan tidak
sama (rasanya). makanlah dari buahnya (yang bermacam-macam itu) bila dia
berbuah, dan tunaikanlah haknya di hari memetik hasilnya (dengan disedekahkan
kepada fakir miskin); dan janganlah kamu berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah
tidak menyukai orang yang berlebih-lebihan™ (QS.Al-An’am:141).

Ayat di atas menerangkan bahwa Allah menganjurkan pada manusia
agar mengambil manfaat dari tumbuh-tumbuhan dan buah-buahan namun tidak
memakainya secara berlebihan karena penggunaan yang berlebih akan

menimbulkan efek yang tidak baik dan Allah tidak menyukai orang-orang yang

berlebih-lebihan.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

Hasil ekstrak kasar daun dewa dari uji identifikasi dengan KLT
menunjukkan bahwa di daun dewa terdapat alkaloid dengan munculnya
spot berwarna jingga setelah disemprot pereaksi Dragendroff dengan nilai
Rf 0,77

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pH optimum aktivitas enzim lipase
pada pH 7 yaitu 6,67 mikromol/ml.menit dan waktu inkubasi optimum
aktivitas enzim lipase pada waktu 8 menit yaitu 5,00 mikromol/ml.menit
sedangkan konsentrasi substrat optimum aktivitas enzim lipase pada

konsentrasi 2,5 % yaitu 3,57 mikromol/ml.menit

. Konsentrasi penghambatan optimum ekstrak kasar Daun Dewa pada

konsentrasi 60 mg/10 ml dengan aktivitas enzim lipase

1,25 mikromol/ml.menit.

5.2 Saran

1.

Perlu dilakukan metode lain dalam proses pengukuran aktivitas enzim
lipase (selain proses titrasi) seperti metode gel silika, metode manometrik

Warburg dan metode Stat-Potentiometrik

2. Perlu dilakukan isolasi senyawa Alkaloid dan diinteraksikan langsung

dengan enzim lipase
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Lampiran 1. Skema Kerja Prosedur Penelitian

1. Proses Preparasi dan Ekstraksi

Daun segar

- dikeringkan dibawah sinar
matahari
- dihaluskan dengan blender

Sampel halus

- diekstraksi sokshlet dengan
pelarut metanol 80 %

Ekstrak metanol

kental
- diuapkan pelarutnya dengan
Rotary evaporator
Ekstrak daun

dewa (kristal)
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2. ldentifikasi Alkaloid

Ekstrak kasar daun
dewa

- diambil beberapa mg
dilarutkan dalam kloroform

- ditotolkan pada lempeng
KLT GF 254 ukuran 20 x 2 cm

- dielusi dengan
metanol:kloroform (9:1)
dalam bejana

- dikeluarkan lempeng KLT
dan dikeringkan pada suhu
kamar

- disemprot dengan pereaksi
dragendroff

- dilihatkan pada lampu UV 254
akan muncul warna jingga

- ditentukan nilai Rf-nya

Hasil

3. Penyiapan Enzim Lipase

1) Pembuatan Media Padat

3 g nutrien agar

- Dilarutkan dalam 100 ml aquades dan
dipanaskan hingga larut

= Dipipet 10 ml dalam

= Disterilkan dalam autoklav 121 °C
selama 15 menit

= Diletakkan pada suhu kamar selama
24 jam

Hasil




2) Penanaman Biakan Murni

Mikroba biakan

- Dipindahkan secara aseptis sebanyak satu mata ose
ke dalam media padat

= Disimpan dalam inkubator pada suhu 30°C selama
24 jam

Hasil

3) Pembuatan Media untuk Produksi Enzim Lipase

5,00 g yeast

= ditambah 5,00 g NaCl, 10,00 g Glukosa, 13,4 g
Na,HPO4, 16,8 g NaH,PO4, 0,5 g
MgSQO,.7H,0 dan 1 ml larutan aktivator

= Dilarutkan dalam 500 ml ekstrak ikan
= Diatur pH 7 dengan larutan Na;HPO, 0,2 M
- Dijadikan tepat 1 liter

= Disterilisasi dalam autoklav pada suhu 121°C
selama 15 menit

Hasil
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4) Pembuatan Kurva Pertumbuhan

50 ml media cair

- dimasukkan dalam erlenmeyer
- dipindahkan sebanyak dua mata
ose ke dalam media cair di atas

nyala Bunsen
- diinkubasi pada suhu 30°C

10 ml media cair

- diisi dimasukkan dalam
erlenmeyer 100 ml dan
ditambah 1 ml larutan diatas

- diinkubasi pada suhu
30°C dengan variasi waktu 0;
1;15;2;25;3;3,5;4,45; 5,
5,5; 6;6,5; 7 jam

- diukur nilai OD dengan
spektrfotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 600 nm.

Hasil

5) Pembuatan Inokulum

Bacillus dalam media

- Diencerkan dengan aquades sebanyak 5 ml
kemudian dikocok

Suspensi spora

- Dimasukkan dalam 50 ml media cair
- Diinkubasi sampai 2 jam pada suhu 30°C

Hasil
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6) Produksi Enzim Lipase

300 ml media cair

- Dibagi 6 dan dituangkan dalam 6 erlenmeyer
100 ml

= Disterilkan pada suhu 121°C, 15 menit
= Didinginkan dalam suhu kamar
= Ditambah 5 ml larutan inokulum

= Diinkubasi sampai 3,5 jam pada suhu 30°C

Hasil

7) Ekstrak Kasar Enzim Lipase

Hasil produksi enzim lipase

- Ditambah 12,5 ml larutan buffer pH 7
- Disentrifuse dengan kecepatan 4.500
rpm pada suhu 4 °C selama 15 menit.

Supernatan

- diukur volume supernatan dan disimpan
pada suhu 4°C

Hasil




4. Penentuan Kondisi Optimum Aktivitas Enzim Lipase

1). Penentuan pH Optimum Aktivitas Enzim Lipase

1 ml minyak zaitun

ditambah larutan 9 ml Gum Arabik 10 %
dihomogenkan selama 2 menit

ditambah larutan 10 ml aquades

ditambah 6 ml CaCl 0,075 M

ditambah larutan 4 ml NaCl 3 M

dihomogenkan

diatur pH dengan variasi 6; 6,5; 7; 7,5 dan 8 dengan
larutan fosfat

ditambah buffer fosfat dan dijadikan tepat 40 ml

Substrat

diambil 5 ml dan dimasukkan dalam Erlenmeyer
ditambah 0,5 ml enzim

ditambah 0,5 ml aquades

dikocok 15 detik

diinkubasi pada suhu 30°C dengan waktu

inkubasi 6 menit

Hasil inkubasi

dipanaskan dalam penangas air suhu 100°C
selama 2 menit

ditambah indikator pp 0,1 %

dititrasi dengan NaOH 0,05 M hingga berwarna
merah jambu dan tidak hilang selama 30 detik
diperlakukan prosedur yang sama untuk blanko
(enzim diinaktifkan)

Hasil
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2). Penentuan Waktu Inkubasi Optimum Aktivitas Enzim Lipase

1 ml minyak zaitun

ditambah 9 ml larutan Gum Arabik 10 %
dihomogenkan selama 2 menit

ditambah larutan 10 ml aquades

ditambah larutan 6 ml CaCl 0,075 M
ditambah larutan 4 ml NaCl 3 M
dihomogenkan

diatur pada pH optimum dengan larutan fosfat
ditambah Buffer fosfat

dijadikan larutan tepat 40 ml

Substrat

diambil 5 ml dan dimasukkan dalam Erlenmeyer
ditambah 0,5 ml enzim

ditambah 0,5 ml aquades

dikocok 15 detik

diinkubasi pada suhu 30°C dengan variasi

inkubasi 2, 4, 6, 8 dan 10 menit

Hasil inkubasi

dipanaskan dalam penangas air suhu 100°C
selama 2 menit

ditambah indikator pp 0,1 %

dititrasi dengan NaOH 0,05 M hingga berwarna
merah jambu dan tidak hilang selama 30 detik
diperlakukan prosedur yang sama untuk blanko
(enzim diinaktifkan)

Hasil
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3). Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum Aktivitas Enzim Lipase

minyak zaitun

ditambah larutan Gum Arabik 10 %
dihomogenkan selama 2 menit

ditambah aquades, CaCl 0,075 M,

NaCl 3 M penambahan semua larutan
sesuai dengan konsentrasinya dilampiran 2
dihomogenkan

diatur pH optimum dengan larutan Phosfat
ditambah Buffer Phosfat

dijadikan larutan tepat 40 mi

Substrat dengan variasi
konsentrasi 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 %

diambil masing-masing 5 ml dan dimasukkan dalam
Erlenmeyer

ditambah 0,5 ml enzim

ditambah 0,5 ml aquades

dikocok 15 detik

diinkubasi dengan waktu 8 menit pada suhu 30°C

Hasil inkubasi

dipanaskan dalam penangas air suhu 100°C
selama 10 menit

ditambah indikator pp 0,1 %

dititrasi dengan NaOH 0,05 M hingga berwarna
merah jambu dan tidak hilang selama 30 detik
diperlakukan prosedur yang sama untuk blanko
(enzim diinaktifkan)

Hasil
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5. Uji Pengaruh Ekstrak Kasar Daun Dewa Terhadap Aktivitas Enzim

Lipase

Konsentrasi Substrat
optimum (2,5 %)

diambil 5 ml dan dimasukkan dalam Erlenmeyer
ditambah enzim 0,5 ml

ditambah 0,5 ml ekstrak kasar daun dewa dengan
variasi konsentrasi 30, 60, 90, 120, 150 mg/10ml
larutan

ditambah aquades 0,5 ml

dikocok 15 detik

diinkubasi selama 8 menit pada suhu 30°C

Hasil inkubasi

dipanaskan dalam penangas air suhu 100°C
selama 2 menit

ditambah indikator pp 0,1 %

dititrasi dengan NaOH 0,05 M hingga berwarna
merah jambu dan tidak hilang selama 30 detik
diperlakukan prosedur yang sama untuk blanko
(enzim diinaktifkan)

Hasil
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Lampiran 2. Pembuatan Reagen dan Bahan
1. Reagen Dragendroff
Larutan yang mengandung 0,6 gr Bismut sub nitrat (Bi(NOs3)3)
dilarutkan dalam 2 ml HCI dan 10 ml H,O dengan larutan yang mengandung 6
gr KI dalam 10 ml H,0O, ditambah 22 ml larutan HCI (7 ml dalam 15 ml H,0).
Kedua larutan dicampur dengan air 400 ml.
2. Larutan NaOH 0,05 M
Gram NaOH =M x V x Mr
= 0,05 x 1 liter x 40
=2g
2 g NaOH dilarutkan dalam 20 ml aquades lalu dipindahkan dalam
labu takar 1000 ml, kemudian ditambah aquades sampai tanda batas.
3. Pelarut Metanol (CH30OH) 80 %
M1V1 = M3V,
99 % . V1=280% . 100 ml

V1=80%.100 ml
99 %

V1= 80,81 ml
Larutan stok 80,81 ml dimasukkan dalam labu takar 100 ml, kemudian
ditambah aquades sampai tanda batas
4. Larutan NaCl3 M
Gram NaCl =3 x 0,1 liter x 57,5

=17,25¢g
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17,25 gr NaCl dilarutan dalam 20 ml aquades lalu dipindahkan dalam
labu takar 100 ml, ditambah aquades sampai tanda batas.
Larutan Fosfat (Na,HPO,) 0,2 M
Gram Na;HPO,4 = 0,2 x 0,1 liter x 142
=284
Ditimbang 2,84 gr Na,HPO, dilarutkan dalam aquades dan diencerkan
dalam labu ukur 100 ml sampai tanda batas.
Larutan Gum Arabik 10 %
Ditimbang 10 gr Gum Arabik dan diencerkan dengan aquades dalam
labu takar 100 ml sampai tanda batas.
Larutan CaCl, 0,075 M
Gram CaCl, = 0,075 M x 0,1 liter x 75,5
= 0,567 g
Ditimbang 0,567 g CaCl, dilarutkan dalam aquades dan diencerkan

dalam labu ukur 100 ml sampai tanda batas.
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8. Pembuatan Konsentrasi Substrat dengan Jumlah Volume Total 40 ml.

No | [min yak]| [Gum arabik] | [CaCl,] [NaCl] | [Substrat] | (%)
1. 0,6 ml 5,4 ml 3,6 ml 2,4 ml 0,6ml/40 | 1,5%
ml =
0,015
2. | 0,8ml 7,2 ml 4,8 mi 3,2ml 0,8 ml/40 2%
ml = 0,02
3. 1ml 9 ml 6 ml 4 mi 1 ml/40 2,5%
ml =
0,025
4, 1,2 ml 10,8 ml 7,2 ml 4.8 ml 1,2 ml/40 3%
ml = 0,03
5. 1,4 ml 12,6 mi 8,4 ml 5,6 ml 1,4ml/40 | 3,5%
ml =
0,035

9. Ekstrak Ikan

Seratus gram ikan diblender, ditambah 1 liter aquades, dipanaskan sampai

mendidih dan disaring

10. Larutan Aktivator

0,16 g dilarutkan dalam aquades 100 ml.

Ditimbang ZnSO,. 7H,0 0,2200 g, FeSO,4.7H,0 0,05 g dan CuS0O,4.7H,0



Lampiran 3. Data Kurva Pertumbuhan Bakteri Bacillus subtilis

No Jam Absorbansi
1. 0 0,00
2. 1 0,0149
3. 1,5 0,1263
4, 2 0,3066
5. 2,5 0,4430
6. 3 0,5355
[/ 3,5 0,7041
8. 4 0,8372
9. 4,5 0.8226
10. 5 0,8301
11. 5,5 0,8257
12. 6 0,8371
13. 6,5 0,8505
14. 7 0,8454
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Lampiran 4. Data Penentuan Kondisi Optimum Aktivitas Enzim Lipase

Tabel 1. Penentuan Kondisi pH Optimum Aktivitas Enzim Lipase

No| pH | V NaOH samper | V NaOH gjanko Aktivitas
enzim
1. 6 1,90 ml 1,70 ml 3,33
2. | 65 2,30 ml 2,00 ml 5,00
3. 7 2,30 ml 1,90 ml 6,67
4. | 75 1,90 mi 1,70 mi 3,33
5. 8 2,1 ml 2,00 ml 1,67

Aktivitas enzim lipase (mikromol/ml.menit) =

(1,9 —1,7) x0,05x1000

- =3,33
0,5ml x6 menit




Tabel 2. Penentuan Waktu Inkubasi Optimum Aktivitas Enzim Lipase

80

No t V NaOH sampet |V NaOH gjanko Aktivitas Rata-rata
reaksi enzim

1. 4 1,9 ml 1,8 ml 2,5 2,5
1,8 ml 1,7 ml 2,5

2. 6 1,9 ml 1,7 ml 3,33 3,33
2,00 mi 1,8 ml 3,33

3. 8 1,9 ml 1,5ml 5 5
2,1 ml 1,7 ml 5

4, 10 1,7 ml 1,5 ml 2 2,5
1,8 ml 1,5 ml 3

Aktivitas enzim lipase (mikromol/ml.menit) =

(19-1,8)x0,05x1000 _

2,5

0,5ml x4 menit
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Tabel 3. Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum Aktivitas Enzim Lipase

No % V NaOH sampet |V NaOH gjanko Aktivitas Rata-rata
substrat enzim

1. 1 1,8 mi 1,7 mi 1,25 1,25
1,8 ml 1,7 ml 1,25

2. 1,5 1,9 mi 1,8 mi 1,25 1,875
1,9 ml 1,7 ml 2,5

3. 2 1,8 mi 1,6 ml 2,5 2,5
1,9 mi 1,7 ml 2,5

4. 2,5 1,9 ml 1,6 ml 3,75 3,75
2,00 ml 1,7 mi 3,75

5. 3 2,10 ml 1,8 ml 3,75 3,75
2,00 ml 1,7 mi 3,75

Aktivitas enzim lipase (mikromol/ml.menit) =

(1,8 —1,7) x0,05x1000

=125

0,5ml x8 menit
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Lampiran 5. Data Penentuan Konsentrasi Inhibitor Optimum Terhadap
Aktivitas Enzim Lipase

Tabel 1. Pengaruh Ekstrak Kasar Daun Dewa (A) Terhadap Aktivitas Enzim

Lipase
No | Konsentrasi | V NaOH sampel | V NaOH glanko | Aktivitas | Rata-rata
eksatrak enzim
mg/10 ml
1. 30 2,0ml 1,8 ml 2,5 2,5
2,1ml 1,9 mi 2,5
2. 60 2,1ml 2,0ml 1,25 1,25
22ml 21ml 1,25
3. 90 2,1ml 2,0ml 1,25 1,25
2,1 ml 2,0 mi 1,25
4, 120 1,9 ml 1,8 mi 1,25 1,25
2,0ml 1,9 ml 1,25
5. 150 2,0ml 1,9 ml 1,25 1,25
2,1 ml 2,0 ml 1,25

Aktivitas enzim lipase (mikromol/ml.menit) =

(2,0-1,8)x0,05x1000

2,5

0,5ml x8 menit

Tabel 2. Pengaruh Ekstrak Kasar Daun Dewa (B) Terhadap Aktivitas Enzim

Lipase
No | Konsentrasi | V NaOH sampel | V NaOH glanko | Aktivitas | Rata-rata
eksatrak enzim
mg/10 ml
1. 30 2,3ml 21ml 2,5 1,875
2,2ml 2,1 mi 1,25
2. 60 2,0ml 1,9 mi 1,25 1,25
2,0 ml 1,9 ml 1,25
3. 90 1,6 ml 1,5 mi 1,25 1,25
1,8 ml 1,7 ml 1,25
4. 120 1,6 ml 1,5ml 1,25 1,25
1,7ml 1,6 mi 1,25
5. 150 1,7 ml 1,6 ml 1,25 1,25
2,0ml 1,9 mi 1,25
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Aktivitas enzim lipase (mikromol/ml.menit) =

(2,3-2,1)x0,05x1000
0,5ml x8 menit

=1875

Tabel 3. Jumlah Rata-rata Pengaruh Ekstrak Kasar Daun Dewa Terhadap
Aktivitas Enzim Lipase

No. Konsentrasi Aktivitas Aktivitas Aktivitas
Ekstrak Daun Dewa enzim lipase | enzim lipase | enzim lipase

mg/10ml ekstrak A ekstrak B rata-rata

1. 30 1,875 2,25 2,1875

2. 60 1,25 1,25 1,25

3. 90 1,25 1,25 1,25

4. 120 1,25 1,25 1,25

3. 150 1,25 1,25 1,25
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Lampiran 6. Gambar Preparasi Sampel dan Hasil Ekstrak

Gambar 1. Sampel daun dewa

Gambar 2. Hasil ekstraksi sokhlet



Hasil ekstrak
Daun Dewa A

Hasil ekstrak
Daun Dewa B

Gambar 3. Hasil evaporasi (dalam bentuk kristal)

Gambar 4. Variasi konsentrasi ekstrak daun dewa

85



86

Lampiran 7. Gambar Penyiapan Enzim Lipase

Gambar 1. Penanaman biakan murni

Gambar 2. Media cair



87

Gambar 3. Bacillus subtilis dalam media cair

Ekstrak kasar
enzim lipase
(supernatan)

Endapan putih
(badan sel bakteri)

Gambar 4. Bacillus subtillis dalam media cair setelah disentrifugasi dingin
(enzim lipase dalam media cair)



enzim lipase
inaktif

enzim lipase
aktif

Gambar 5. Enzim lipase yang aktif dan diinaktifkan

Gambar 6. Substrat (minyak zaitun diemulsi oleh gum arabik 10 %)
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Lampiran 8. Gambar Hidrolisis Lemak oleh enzim Lipase

enzim lipase
aktif

enzim lipase
inaktif

Enzim lipase aktif (hidrolisis lemak oleh enzim lipase) dan enzim lipase
inaktif dalam substrat
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Lampiran 9. Gambar Alat

Gambar 1. Ekstraktor sokhlet

Gambar 2. Rotary evaporator



Gambar 3. Inkubator

Gambar 4. Autoklav
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Gambar 5. Sentrifus Dingin

Gambar 6. Spektrofotometer UV-Vis SHIMADZU
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