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Abstrak. Telah dilakukan penelitian untuk menentukan pengaruh lama perebusan daun yakon
(Smallanthus sonchifolia) terhadap penurunan kolesterol mencit (Mus musculus). Penelitian ini
mengguakan metode spektroskopi UV-Vis dengan reagen Pb(CH;COO),.PbO.3H,O untuk
menentukan Kadar asam k lorogenat pada daun yakon. Uji aktifitas dilakukan secara in vivo melalui
mencit yang dibuat hiperlipidemia, sedangkan uji kadar kolesterol dilakukan dengan metode CHOD-
PAP sehingga diketahui nilai penurunan kolesterol total darah mencit. Semakin lama perebusan,
kadar asam klorogenat yang larut dalam air semakin banyak, hal ini dibuktikan dengan
ujikuantitatifmenggunakan spektroskopi UV-Vis dengan A 324 nm. Semakin banyak asam klorogenat
dalam larutan uji yang diinduksikan pada mencit hiperkolesterol menyebabkan nilai penurunan
kolesterol semakin besar. Hal ini disebabkan karena asamklorogenat menghambat enzim HMG -KoA
reduktase sehingga pembentukan mevalonat dan sintesis kolesterol menjadi berkurang.

Kata-kata kunci: Smallanthus sonchifolia, asam klorogenat, lama perebusan, kadar kolesterol

Abstract. Research was conducted to determine the effects of long boiling the leaves yakon
(Smallanthus sonchifolia) to decrease cholesterol mice (Mus musculus). This study uses the UV-Vis
spectroscopy method with reagent Pb(CH3;COQ),.PbO.3H,0 to determine the levels of chlorogenic
acid in the leaves yakon. Test carried out in vivo activity in mice created through hyperlipidemia,
while cholesterol tests conducted by CHOD-PAP method that is known the value decrease blood total
cholesterol in mice. The longer boiling, the levels of chlorogenic acid which dissolves in water more
and more, this is evidenced by quantitative assay using a UV-Vis spectroscopy with A 324 nm. More
and more of chlorogenic acid in a test solution which is induced in mice with hypercholesterol cause
the value of the greater cholesterol reduction. This is due to chlorogenic acid inhibits the enzyme
HMG-CoA reductase so that the formation of mevalonate and cholesterol synthesis is reduced.

Keywords: Smallanthus sonchifolia, chlorogenic acid, long boiling, cholesterol levels
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PENDAHULUAN
Peningkatan kesadaran masyarakat akan

pentingnya hidup sehat telah menyebabkan
pergeseran tuntutan konsumen terhadap bahan
pangan. Bahan pangan banyak diminati
konsumen bukan saja yang memiliki komposisi
gizi baik serta penampakan dan cita rasa yang
menarik, tetapi juga mempunyai fungsi
fisiologis tertentu bagi tubuh [2]. Oleh sebab itu
lahirlah konsep pangan fungsional, seperti
antibiotik, anti kanker, antimikroba, dan lain
sebagainya..

Yakon merupakan  tanaman dari
pegunungan Andes yang awalnya kurang
dimanfaatkan dan sering diabaikan penduduk
lokal, namun minat dari tanaman tersebut
meningkat beberapa tahun terakhir, karena
tanaman yakon dapat diolah menjadi berbagai
produk yang kaya manfaat seperti selai dan teh.
Daun yakon mengandung sSenyawa asam
klorogenat sebanyak 779 mg/kg [18].
Konsumsi pangan yang mengandung asam
klorogenat diketahui baik untuk kesehatan.

Asam klorogenat merupakan ester turunan
senyawa fenolik yang terbentuk dari asam
kafeat dan asam kuinat yang mengalami
dehidrogenasi. Asam klorogenat memiliki titik
leleh sebesar 206 — 210°C. selain itu asam
klorogenat yang dipanaskan pada suhu 250-
750°C mengalami pirolisis sebanyak 30 mg
[17].

Asam klorogenat adalah senyawa golongan
fenil propanoid yang tersebar luas di berbagai
bagian dari banyak tumbuhan dan biasanya
terdapat dalam jumlah yang mudah dilacak.
Asam klorogenat efektif menghilangkan radikal
bebas, membantu sistem kardiovaskuler dimana
perannya dalam memperlancar aliran darah ke
jantung, anti hipertensi, serta anti kolesterol [6].

Kolesterol adalah salah satu senyawa
steroid. Kolesterol merupakan jenis lipida yang
memiliki fungsi sebagai komponen pembentuk
membran,  serta  komponen  penyusun
hoKolesterol dalam tubuh disintesis dalam hati.
Kolesterol ditransfer ke seluruh tubuh dengan
bantuan protein yang dikemas sebagai
lipoprotein. Jenis-jenis kolesterol diantaranya
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adalah Very Low Density Lipoprotei (VLDL),
Low Density Lipoprotein (LDL), dan High
Density Lipoprotein (HDL). Kadar kolesterol
normal adalah 160 mg/dL — 200 mg/dL [15].

Kelebihan kolesterol menyebabkan
penyempitan pembuluh darah. Apabila darah
sukar  diedarkan  dapat = menyebabkan

terjangkitnya penyakit jantung koroner dan
hiperkolesterolemia. Semakin banyak
kolesterol yang terbentuk, produksi LDL dalam
tubuh akan meningkat dan menyebabkan darah
sukar mengangkut LDL ke seluruh tubuh,
sehingga kolesterol tersebut menempel pada
dinding pembuluh darah, yang kemudian akan
menjadi plak dan membuat darah sukar
mengalir melewati pembuluh darah tersebut.
Berbeda dengan LDL, meningkatnya kadar
HDL dalam tubuh justru menguntungkan
karena HDL membantu mengangkut kelebih
LDL pada arteri dan dikembalikan ke hati
untuk didaur ulang menjadi VLDL [8].

HMG-KoA reduktase merupakan enzim
utama dalam sintesis kolesterol. Apabila enzim
tersebut di inhibisi maka kadar kolesterol total,
LDL kolesterol dan kadar trigliserida akan
menurun  [13,14]. Asam klorogenat dapat
menurunkan ~ kadar LDL  dengan cara
menghambat lipolisis trigliserida [16]. Asam
klorogenat akan berperan dengan menghambat
enzim HMG-KoA reduktase sehingga tidak
dapat mengkatalisis pembentukan meva lonat
yang selanjutnya akan disintesis menjadi
kolesterol.

Penelitian ini dilakukan secara in vivo
menggunakan mencit (Mus musculus) karena
memiliki  beberapa keunggulan [11] vyaitu
merupakan hewan mamalia dan gen mencit
relatif mirip dengan-manusia. Selain itu, badan
mencit yang kecil sehingga mudah dipelihara.
Mencit jantan dipilih untuk penelitian karena
tidak memiliki daur menstruasi sehingga
perubahan metabolisme dalam tubuh tidak
terlalu fluktuatif.

Mengingat variasi lama perebusan daun
yakon sebagai penurun kolesterol darah total
belum pernah dilaporkan, maka peneliti tertarik
untuk melakukan penelitian tentang pengaruh
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lama  perebusan daun

penurunan kolesterol.

yakon terhadap

METODE PENELITIAN
Pembuatan Kurva Standart

Sebanyak 40 mg asam klorogenat
standart kering ditimbang dan dimasukkan
dalam labu ukur 500 mL, larutkan dan encerkan
dengan H,O. siapkan serangkaian larutan
satndart dengan memasukkan 5,10,15,dan 20
mL aliquot ke dalam labu ukur 100 mL dan
encerkan. Tentukan nilai absorbansi pada
panjang gelombang 324 nm dari setiap larutan
terhadap blanko H,0. Konsentrasi asam
klorogenat diplotkan' dalam mg/mL terhadap
nilai absorbansi [1].
Persiapan Sampel

Daun yakon kering yang dibeli dari
Wonosobo, Jawa Tengah direbus dengan lama
perebusan masing-masing untuk kelompok
pertama, kedua, dan ketiga yaitu 5, 10, dan 15
menit. Daun yakon bekas rebusan dikeringkan
dengan cara diangin-anginkan. Timbang 0,7
gram daun yakon yang telah dikeringkan,
masukkan dalam tabung sentrifuse 50 mL.
Tambahkan 25 mL petroleum eter, aduk rata,
sentrifuse, dan pisahkan air dan endapannya.
Ulangi langkah tersebut sebanyak dua kali.
Residu dikeringkan pada suhu ruang sampai
tidak berbau. Kemudian dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer 750 mL dengan sedikit mungkin
air. Ditaambahkan 400 mL air mendidih,
panaskan kembali secepatnya sampai mendidih
dan teruskan selama 15 menit, kemudian
dinginkan di bawah keran air pada suhu ruang.
Selama merebus, larutan di aduk secara teratur
untuk menjaga yakon tetap tenggelam pada
larutan. Larutan dipindahkan ke labu ukur 500
mL dan encerkan. Saring menggunakan kertas
saring whatman, buang 25-50 mL filtrat
pertama. Jika filtrat masih keruh, lakukan
filtrasi lagi menggunakan kolom Buchner [1].
Penentuan Kadar Asam Klorogenat

Filtrate yang didapat sebelumnya
sebanyak 10 mL dipindahkan ke dalam labu
ukur 100 mL dan encerkan dengan H,O.
Selanjutnya diambil dan dipindahkan 100 mL
larutan uji ke dalam labu ukur pyrex 200 mL.
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Ditambahkan 2 mL larutan KCH;COO jenuh
dan 10 mL larutan (CH;COO),Pb sambil di
aduk. Tempatkan labu di waterbath panas
berisi H,O selama 5 menit sambil sesekali
diaduk. Dinginkan dibawah kran dan tempatkan
di waterbath berisi air dan es. Diaduk secara
mekanik selama 1 jam menggunakan spatula
kaca. Selanjutnya biarkan menghangat sampai
suhu ruang dan encerkan dengan H,O.
Kemudian disaring menggunakan kertas saring
whatman, dibuang 25-50 mL filtrat pertama.
Setelah itu diukur Absorbansinya pada 324 nm
dan dibandingkan dengan kurva asam
klorogenat standart [1].
Pembe rian Pakan Uji Kepada Hewan Coba

Hewan coba sebelumnya dibuat
hiperkolesterol dengan cara diberi cairan
kuning telur. Kuning telur ayam ternak (ayam
petelur) diencerkan hingga 50 mL dalam labu
ukur. Disuntikkan pada hewan coba sebanyak 1
mL. Selanjutnya 0,5 mL rebusan daun yakon
dengan variasi lama perebusan diberikan pada
hewan coba setiap hari selama 14 hari [6].
Penentuan Kadar Koleste rol Darah

Hewan coba dibedah setelah perlakuan
selaa 50 hari diambil darah melalui ekor.
Semua darah diambil 10 pL kemudian
tambahkan reagen CHOD-PAP 1 ml, vortex
dan diamkan selama 10 menit. Aktivitas
serumnya diukur menggunakan microlab 200
pada panjang gelombang 505 nm. Blanko dan
standar diukur sebelum mengukur sampel.
Blanko dibuat dengan menggunakan aquadest
dan standart menggunkan larutan standart
sebagai pengganti larutan serum darah. Pada
pengukuran aktivitas maka akan diketahui
kadar glukosa dalam serum darah tikus [3].

Teknik Analisis Data
Data yang sudah terkumpul dari

selanjutnya dianalisis menggunakan program
SPSS. Data tersebut diolah secara statistik
dimana pertama-tama dilakukan uji normalitas
menggunakan uji Kolmogorov Smirnov dan
Shapiro Wilk, sedangkan uji homogenitas
menggunakan uji Lilliefors. Jika kedua data
memenuhi kenormalitasan dan homogenitas
maka digunakan uji statistik parametrik
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menggunakan ANAVA satu jalur (One Way
Anava). Jika kedua data tidak memenuhi
kenormalitasan dan homogenitas maka
digunakan uji statistik non parametrik
menggunakan uji Kruskall Wallish.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Penentuan Kadar Asam Klorogenat

Daun yakon kering dibagi menjadi 4
kelompok yaitu LP 0 menit, LP 5 menit, LP 10
menit, LP 15 menit, dengan berat masing-
masing 2 gram. Perebusan dilakukan pada
waterbath dengan suhu 100°. daun yang telah
direbus dengan masing-masing lama perebusan
di saring, sehingga didapatkan residu dan
filtratnya. Residu hasil perebusan didinginkan
dengan cara di angin-anginkan. Setelah cukup
kering daun diambil 0,7 gram dan dimasukkan
dalam tabung centrifuge dengan ditambahkan
petroleum eter sebanyak 25 mL.

Daun yakon kering yang telah
ditambahkan PE di sentrifugasi dengan
kecepatan 3000 rpm selama 10 menit, sehingga
didapatkan larutan PE berwarna hijau jernih
kecoklatan, namun warna yang dihasilkan
berbeda pada tiap sampel. Pada LP O menit
dihasilkan hijau jernih kecoklatan (++++), LP 5
menit dihasilkan hijau jernih kecoklatan (+++),
LP 10 menit dihasilkan hijau jernih kecoklatan
(++), dan LP 15 menit dihasilkan hijau jernih
kecoklatan (+). Perbedaan intensitas warna
yang dihasilkan pada masing-masing kelompok
disebabkan karena asam klorogenat yang
terkandung dalam daun yakon telah berkurang
akibat perebusan. Residu daun yakon yang
telah kering dimasukkan dalam erlenmyer 750
mL. Tambahkan 400 mL air mendidih,
dipanaskan selama 15 menit, kemudian
didinginkan dalam bak berisi air dingin pada
suhu ruang. Selanjutnya campuran tersebut
disaring, sehingga terpisah residu dan filtratnya
berwarna sedikit kecoklatan.

Selanjutnya = tahap kedua ' adalah
penentuan kadar asam-klorogenat. Mula-mula
buat reagen timbal oksida (PbO) dengan
menimbang 40 gram PbO dan di tanur pada
suhu 650° selama 3 jam. Hal ini bertujuan
untuk mengaktivasi PbO. Hasil dari PbO yang
ditanur adalah warna serbuk PbO yang semula
orange berubah menjadi kuning lemon.
Selanjutnya PbO teraktivasi dimasukkan dalam
labu dasar bulat yang telah dirangkai pada
reflux kondensor bersama 80 gram Pb asetat
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berupa serbuk putih dan 250 gram H,O.
Didapatkan kondensat berupa larutan jernih
sedikit keruh yang terbentuk dari reaksi sebagai
berikut:

PbO +H,0 - Pb(OH),

Pb(CH;CO0), + 2H,0 = Pb(CH;C0O0),.2H,0
Pb(OH), + Pb(CH;C00),.2H,0 »>
Pb(CH;C00),.Pb0O.3H,0

Sebanyak 10 mL reagen diatas
dimasukkan dalam labu ukur 100 mL dan
diencerkan dengan H,O untuk memperkecil
konsentrasi, kemudian pindahkan 100 mL
larutan uji pada labu ukur pyrex 200 mL dan
tambahkan 2 mL larutan jenuh KCH;COO.
Selanjutnya ditambahkan 10 mL reagen yang
telah diencerkan, larutan berubah menjadi putih
keruh. Hal ini disebabkan karena timbale akan
bereaksi dengan asam klorogenat menjadi
endapan timbal Kklorogenat berwarna putih
keruh, dilanjutkan dengan meletakkan labu
ukur tersebut dalam waterbath berisi air hangat
selama 5 menit supaya reaksi berjalan
sempurna. Dinginkan labu ukur pada bak berisi
air dingin untuk menurunkan suhu hingga
mencapai = suhu - ruang, kemudian saring.
Didapatkan filtrat berupa larutan jernih yang
kemudian diukur pada spektrofotometer UV-
Vis dengan A 324 nm dan residu berwarna putih
keruh. Reaksi endapan timbal klorogenat
sebagai berikut:

Pb(CH;C00),.Pb0.3H,0 + KCH;COO +
C16H1800 = PbC,6H1709

0.06
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Gambar 3.1. Grafik Hubungan Konsentrasi vs
Absorbansi Asam Klorogenat Standart
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Tabel 3.1. Konsentrasi dan Kadar Asam
Klorogenat
Konsentrasi asam
klorogenat (M)

0,0186
0,0188
0,0186
0,0194
0,0193
0,0196
0,0203
0,0203
0,0204
0,0248
0,0250
0,0250

Perlakuan

LP O menit

LP 5 menit

LP 10 menit

LP 15 menit

Hasil Penentuan Kadar Kolesterol Darah

Hewan coba sebelumnya diadaptasi
dalam kandang yang diberi sekam selama 7
hari dan dicek kolesterol darah awal
menggunakan alat Easy Touch, mencit ini
dikelompokkan menjadi 5 kelompok, yaitu
kelompok kontrol positif, kelompok kontrol
negatif, ~kelompok 5 menit perebusan,
kelompok 10 menit perebusan, kelompok 15
menit perebusan. Selanjutnya mencit dibuat
hiperkolesterol dengan cara diberi kuning telur
bebek selama 14 hari.

Mencit diberi rebusan daun yakon yang
divariasi waktu perebusannya. Semakin lama
waktu perebusan daun yakon menyebabkan
semakin banyak asam klorogenat yang larut
dalam air [4], sehingga sediaan asam
klorogenat pada rebusan daun yakon semakin
banyak. Air rebusan daun yakon diberikan
melalui oral dengan cara disonde sebanyak 0,5
mL/hari selama 14 hari. Sementara itu,
kelompok kontrol positif diberi cholvastin
melalui oral dengan cara disonde sebanyak 0,5
mL/hari selama 14 hari. Cholvastin adalah obat
penurun kolesterol yang mengandung senyawa
lovastatin. Ketika = lovastatin -  hadir dalam
bentuk “asam  hidroksi . terbuka . dengan
konsentrasi lebih dari konsentrasi substrat
(HMG KoA) maka HMG KoA reduktase akan
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lebih cenderung berikatan dengan lovasatin
sehingga jumlah dan frekuensi sintesis
kolesterol tereduksi [9], sedangakan kelompok
kontrol negatif hanya diberi aquadest.

Setelah 14 hari, mencit dibedah dengan
cara dibius terlebin dahulu menggunakan
kloroform, setelah pingsan, mencit dibedah dan
diambil darah bagian jantung sebanyak 1 mL.
Darah mencit selanjutnya dipindahkan kedalam
tabung ependorf untuk disentrifuse dengan
kecepatan 3000 rpm selama 5 menit, supaya
terpisah antara plasma darah dan serumnya.
Total kolesterol darah ditentukan dengan
mengukur absorbansi senyawa yang dihasilkan
tersebut. Berikut adalah reaksi penentuan kadar
kolesterol total darah.

Selain itu, serum darah juga digunakan
untuk mengukur kadar trigliserida dengan
mengukur absorbansi senyawa yang dihasilkan
tersebut. Berikut adalah persamaan reaksi
penentuan kadar trigliserida.
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Tabel 3.2. Nilai Rata-Rata Kadar Kolesterol dan Trigliserida Mencit

Ka_1_dar Ko_lester_ol Setelah Kadar _Ka_tdar_
i Kolorpok S0 Kokt dindue g ek Kozl Trgteers
(mg/dL)
Kontrol positif 59,8 1644 95,8 62,4
Kontrol negatif 72,4 186,2 130,0 103,8
LP 5 menit 63,0 159,6 120,2 67,6
LP 10 menit 52,2 1728 114,0 89,6
LP 15 menit 51,0 167,2 94,6 117,6
Berdasarkan data diatas dapat diketahui dikeluarkan  melalui feses. Serat juga

bahwa penurunan kolestrol pada kelompok
kontrol positif cukup besar dan stabil, hal ini
karena perlakuan =~ yang diberikan adalah
pemberian obat cholvastatin, dimana obat
tersebut mengandung lovastatin yaitu senyawa
yang dapat menghambat kerja enzim HMG-
CoA reduktase untuk membentuk mevalonat.
Pada kelompok perlakuan LP 5 menit, LP 10
menit, dan LP 15 menit terlihat bahwa
penurunan  kolesterol semakin besar. Hal ini
disebabkan karena asam klorogenat yang
terdapat dalam daun yakon larut dalam air saat
proses perebusan, semakin besar suhu maka
semakin besar kelarutan asam klorogenat, dan
semakin lama perebusan, maka semakin banyak
asam klorogenat yang terdapat dalam air
rebusannya, sehingga ketika diberikan kepada
mencit, asam klorogenat akan masuk dalam
biosintesis kolesterol dan menghambat kerja
enzim HMG-koA reduktase atau dapat disebut
HMG-koA reduktase inhibitor. Akibatnya
pembentukan mevalonat akan terhambat, dan
kolesterol yang dihasilkan akan - berkurang,
sehingga dalam jangka waktu tertentu, kadar
kolesterol darah akan mengalami penurunan.
Semakin banyak kadar asam klorogenat yang
terdapat dalam air rebusan daun yakon yang
diberikan ~ kepada mencit,. menyebabkan
semakin banyak pula kerja enzim HMG-koA
reduktase yang dihambat -olehnya, sehingga
mevalonat tidak akan terbentuk.

Pada kelompok kontrol negatif yang
hanya diberi aquadest mengalami penurunan
kolesterol, hal ini dikarenakan adanya serat dan
vitamin dalam pakan standart yang digunakan.
Kolesterol ~ dan  trigliserida ~ mengalami
penurunan dengan cara pengikatan asam lemak
serta kolesterol dalam bentuk asam empedu
ketika dalam saluran pencernaan, kemudian
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difermentasikan oleh mikroflora dalam usus,
sehingga menghasilkan asam asetat, propionate,
dan butirat yang menghambat pembentukan
kolesterol [5]. Vitamin C pada pakan
membantu reaksi hidroksilasi pmebentukan
asam empedu sehingga meningkatkan ekskresi
kolesterol [12], sedangkan vitamin B3
membantu metabolism lemak  untuk
menurunkan LDL dan trigliserida [10]. Kadar
HDL yang tinggi dapat mengangkut kolesterol
bebas lebih banyak dan menyebabkan kadar
trigliserida menjadi rendah [19].

Untuk memastikan adanya pengaruh
lama  perebusan daun yakon terhadap
penurunan Kkolesterol total darah mencit
dilakukan uji analisis statistik Kruskall Wallish.
Kruskall Wallish merupakan uji statistik non
parametrik karena data tidak memenuhi
kenormalitasan dan homogenitas.

Hasil uji Kruskall Wallish untuk
pengaruh lama perebusan terhadap penurunan
kolesterol total darah mencit menunjukkan nilai
p < 0,05 yaitu sebesar 0,014. Hasil Uji Kruskall
Wallish penurunan kolesterol dapat dilihat pada
Tabel 9. Hal tersebut mempunyai arti bahwa
Ho ditolak dan H1 diterima, dimana ada
pengaruh lama perebusan terhadap penurunan
kolesterol

Untuk = mengetahui pengaruh lama
perebusan terhadap ' penurunan kolesterol
dilakukan  uji  lanjut  Games  Howell.

Berdasarkan hasil uji tersebut menunjukkan
nilai signifikansi lebih besar daripada 5% atau
p < 0.05 pada perlakuan lama perebusan yang
berarti perlakuan lama perebusan berpengaruh
terhadap penurunan kolesterol.
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SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil pembahasan terhadap hasil
penelitian, maka dapat disimpulkan bahwa:

1.

Terdapat pengaruh lama perebusan terhadap
kadar asam Kklorogenat yang dibuktikan
dengan menguji secara kuantitatif dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 324 nm. Berdasarkan hasil uji
menunjukkan bahwa kenaikan  waktu
perebusan dapat menurunkan kadar asam
klorogenat pada daun yakon. Kadar asam
klorogenat tertinggi terdapat pada daun
yakon tanpa perebusan.

. Terdapat penaruh lama perebusan terhadap

penurunan  Kkolesterol - mencit  yang
dibuktikan dengan analisis statistic Krushkal
Wallis. Berdasarkan hasil uji menunjukkan
bahwa kenaikan waktu perebusan dapat
menaikkan angka penurunan kolesterol
akibat terhambatnya kerja enzim HMG-koA
reduktase sehingga pembentukan kolesterol

mengalami  penurunan. Nilai penurunan
kolesterol tertinggi terjadi pada variasi
perebusan 15 menit.

Saran

Berdasarkan  penelitian  tersebut, = maka

disarankan untuk penelitian selanjutnya:

1. Perlu dilakukan penelitian  mengenai

2.

aktivitas enzim, misalnya enzim lipase
Penelitian selanjutnya dalam menentukan
variable, misalnya lama penyimpanan,
menambah variasi - lama perebusan, atau
memvariasi suhu perebusan daun yakon.
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