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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Biji kelor (Moringa oleifera)

- Preparasi sampel

Tepung biji kelor

- Ekstraksi

Ekstrak n-heksana biji kelor

- Uji fitokimia (A)

- Analisis gugus fungsi dengan FTIR (B)

- Uji In Vitro dengan enzim a-amilase
pada kondisi optimum (C)

Data senyawa
metabolit
sekunder (A)

Data gugus fungsi
ekstrak n-heksana
biji kelor (B)

%penghambatan
dan ICs0 (C)
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Lampiran 2. Bagan Kerja

1. Preparasi dan Ekstraksi Biji Kelor

1 kg buah kelor

Dikupas bijinya lalu dibersihkan dari kulit ari

- Biji kelor yang diperoleh dikeringkan menggunakan oven dengan
suhu 50°C selama + 6 jam

- Diblender hingga halus

- Diayak menggunakan ayakan 60 mesh

Tepung biji kelor kering

Ditimbang sebanyak 30 g

Dibungkus dengan kertas saring

- Dimasukkan ke dalam alat sokhlet

- Ditambahkan 300 mL n-heksana (penyaringan dilakukan hingga
tetesan siklus tidak berwarna lagi)

- Ekstrak yang diperoleh diuapkan pelarutnya menggunakan rotary

evaporator pada suhu 50°C

Ekstrak n-heksana biji kelor
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2. Uji Fitokimia

a) Flavonoid

2 mL EHBK

Ditambahkan 1 g serbuk Mg
Ditambahkan 3-5 tetes HCI pekat (perubahan larutan menjadi warna
merah, kuning, atau jingga mengindikasikan sampel positif

mengandung flavonoid)

Hasil

b) Uji Alkaloid

2 mL EHBK

Ditambahkan 3 mL HCI 1%
Ditambahkan 3 tetes pereaksi Dragendorff (terbentuknya endapan

kuning mengindikasikan sampel positif mengandung alkaloid)

Hasil

¢) Uji Saponin

2 mL EHBK

Ditambahkan 5 mL akuades
Dikocok (terbentuknya buih/busa yang stabil selama + 5 menit

mengindikasikan sampel positif mengandung saponin)

Hasil
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d) Uji Steroid

2 mL EHBK

- Ditambahkan 10 tetes CH3COOH dan H>SO4 pekat
- Dikocok perlahan dan dibiarkan selama beberapa menit (perubahan
larutan menjadi warna merah mengindikasikan sampel positif

mengandung steroid)

Hasil

e) Uji Terpenoid

2 mL EHBK

- Ditambahkan 10 tetes CH3COOH dan H>SO4 pekat
- Dikocok perlahan dan dibiarkan selama beberapa menit (perubahan
larutan menjadi warna hijau mengindikasikan sampel positif

mengandung terpenoid)

Hasil

f) Uji Tanin

2 mL EHBK

- Ditambahkan 2 tetes larutan FeCl3
- Diamati reaksi yang terjadi (terbentuknya warna hijau kehitaman

mengindikasikan sampel positif mengandung tannin)

Hasil
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3. Uji FTIR

EHBK

- Digerus bersama kristal KBr

- Dianalisis

Hasil

4. Uji GC-MS

EHBK

- Dipipet sebanyak 0,2 uL

- Diinjeksikan ke dalam instrumen

Kromatogram
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5. Uji Aktivitas Enzim

e Penentuan Waktu Optimum Enzim

120 pL buffer 180 pL enzim
fosfat pH 6,9 a-amilase

- Ditambahkan ke dalam masing-masing 5 tabung reaksi

yang berbeda

- Divortex

- Diinkubasi pada suhu 20°C dengan variasi waktu 25: 30;
35; 40; dan 45 menit

- Ditambahkan 300 pL pati 1%

- Diinkubasi kembali pada suhu 20°C dengan variasi
waktu 25: 30; 35; 40; dan 45 menit

- Ditambahkan 300 pL asam 3,5 dinitrosalisilat (DNS)
- Divortex dan dipanaskan dalam air mendidih selama

10 menit

- Ditambahkan 2700 pL akuades dan divortex hingga

homogen Diukur absorbansinya pada A= 540 nm

Hasil

Catatan:
- Dilakukan prosedur yang sama pada penentuan pH optimum (variasi pH pH
6,4; 6,8; 6,9; 7; dan 7,4) dan suhu optimum (variasi suhu 20°C, 25°C, 30°C,
37°C, dan 40°C).

- Blanko dibuat tanpa penambahan enzim
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6. Uji Aktivitas Penghambambatan Enzim a-amilase secara In Vitro

180 uL enzim || 120 pL buffer fosfat pH 6,8 || 150 pL ekstrak || 150 uL substrat

- Divortex

- Diinkubasi pada suhu 25°C selama 30 menit

- Divortex

- Diinkubasi kembali pada suhu 25°C selama 30 menit

- Ditambahan 300 uL DNS

- Divortex

- Dipanaskan dalam air mendidih selama 10 menit

- Didinginkan lalu ditambahkan akuades sebanyak 2700 uL

- Diukur absorbansinya pada A= 540 nm

Hasil
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Lampiran 3. Tempat Pengambilan Sampel
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Lampiran 4. Perhitungan Data Penelitian

1. Perhitungan Rendemen Ekstrak n-Heksana Biji Kelor

_ berat ekstrak (g)
* berat sampel (g)

% rendemen x 100%

- 509¢g
30,01 g

x 100%

=16,96%
2. Pembuatan Larutan
a. Buffer Fosfat
1) Larutan stok

e Ditimbang NaH;PO4 sebanyak 0,68995 g lalu dilarutkan ke dalam 25
mL akuades (A)

e Ditimbang Na;HPO4 sebanyak 0,44497 g lalu dilarutkan ke dalam 25
mL akuades (B)

x mL laruutan stok A +y mL larutan stok B, lalu dicukupkan volumenya

hingga 10 mL

x (mL) y (mL) pH
3,675 1,325 6,4
2,55 2,75 6,8
2,25 1,325 6,9
1,95 3,05 7
0,95 4,05 7.4
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. Larutan NaOH 2 M dalam 50 mL

massa 1000
M = X
MR Vv
massa 1000
2M

= X
40 g/mol 50 mL

massa =4 g

Larutan enzim o-amilase

e Larutan induk
Vix M1 =V2x M
Vi1x100,28 U/mL =10 mL x 20 U/mL
Vi =1,994 mL

=1994 uL

e Larutan enzim 0,5 U/mL
VixM;=Vax M
Vi1 x20 U/mL=10mL x 0,5 U/mL
Vi =0,4 mL

=400 pL



3. Perhitungan %inhibisi

a. Ekstrak n-heksana biji kelor 5%

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

%inhibisi =
? Absorbansi Kontrol

. . .... 0340-0,167
%inhibisi = 0310 x100%

=55,4%

b. Ekstrak n-heksana biji kelor 10%

x100%

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

%inhibisi =
7 Absorbansi Kontrol
. . .... 0340-0,154
%inhibisi = o310 x100%
= 58,4%

c. Ekstrak n-heksana biji kelor 15%

. . ... . Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel
%inhibisi = 4

Absorbansi Kontrol

. ... . 0340-0,121
%inhibisi = o1zl x100%

=67,6%
d. Acarbose 5%

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

%iInhibisi =
7 Absorbansi Kontrol
. ... 0340-0,293
%inhibisi = o310 x100%
=13,82%

x100%

x100%

x100%
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e. Acarbose 10%

. . ... . Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel
%inhibisi = P x100%

Absorbansi Kontrol

. ..... 0340-0,251
%inhibisi = o310 x100%

=26,17%
f. Acarbose 15%

. . ... . Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel
%inhibisi = D x100%

Absorbansi Kontrol

. . ... . 0340-0,198
%inhibisi = o340 x100%

=41,76%
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

Proses sokhletasi

Proses evaporasi
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Uji aktivitas inhibisi enzim a-élmiise dengan ekstrak n-heksana biji kelor

-
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