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ABSTRAK 

S.R.RATIH PRATIWI. Uji Inhibisi Enzim α-Glukosidase Secara in vitro dari 

Ekstrak Metanol dan Fraksi-fraksinya (n-Heksana, n-Heksana:Etil Asetat, dan Etil 

Asetat) Daun Gofasa (Vitex cofassus Reinw.) Asal Bogor, Jawa Barat. Dibawah 

bimbingan IRMA RATNA KARTIKA, FERA KURNIADEWI. 

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan data kandungan senyawa metabolit 

sekunder dari ekstrak dan fraksi, dan hasil uji aktivitas penghambatan enzim α-

glukosidase daun gofasa (Vitex cofassus Reinw.) asal Bogor, Jawa Barat. 

Penghambatan enzim α-glukosidase diketahui berperan sebagai agen terapeutik 

untuk pengobatan Diabetes Melitus tipe 2. Senyawa metabolit sekunder yang 

terkandung dalam tanaman ini diantaranya golongan flavonoid, fenolik, alkaloid, 

saponin, tanin, dan terpenoid. Ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi n-

heksana:etil asetat, dan fraksi etil asetat daun Vitex cofassus Reinw. diuji aktivitas 

penghambatan enzim α-glukosidase secara in vitro menggunakan substrat p-

nitrofenil-α-glukopiranosa. Hasil uji aktivitas penghambatan enzim α-glukosidase 

menunjukkan bahwa ekstrak metanol dan fraksi etil asetat memiliki nilai persen 

inhibisi yang positif, akan tetapi tidak dapat menghambat enzim α-glukosidase 

karena persen inhibisi yang didapat kurang dari 50%. Nilai IC50 dari ekstrak 

metanol adalah 22.641,229 ppm, dan nilai IC50 fraksi etil asetat adalah 628,202 

ppm, sehingga keduanya dikategorikan tidak memiliki aktif sebagai zat 

antidiabetes. 

 

Kata kunci. Vitex cofassus Reinw., Enzim α-glukosidase, Diabetes Melitus, 

         Metabolit sekunder. 
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ABSTRACT 

S.R.RATIH PRATIWI. α-Glucosidase Enzyme Inhibition Test in vitro from 

Methanol Extract and its Fractions (n-Hexane, n-Hexane: Ethyl Acetate, and Ethyl 

Acetate) Gofasa Leaf (Vitex cofassus Reinw.) Origin Bogor, West Java. Under 

Supervised by IRMA RATNA KARTIKA, FERA KURNIADEWI. 

The aim of this research is to get the data of secondary metabolite compound from 

extract and fraction, and result of inhibition activity of α-glucosidase enzyme from 

gofasa leaf (Vitex cofassus Reinw.) origin Bogor, West Java. The α-glucosidase 

enzyme inhibitors are known to act as therapeutic agents for the treatment of type 

2 diabetes mellitus. Secondary metabolite compounds contained in this plant 

include flavonoid, phenolic, alkaloid, saponin, tannin, and terpenoid groups. 

Methanol extract, n-hexane fraction, n-hexane:ethyl acetate fraction, and ethyl 

acetate fraction of Vitex cofassus Reinw leaf. Tested the inhibitory activity of α-

glucosidase enzyme in vitro using p-nitrophenyl-α-glucopyranose substrate. The 

results of inhibitory activity test of α-glucosidase enzyme showed that methanol 

extract and ethyl acetate fraction had positive percent inhibitory value, but could 

not inhibit α-glucosidase enzyme because percent of inhibition was less than 50%. 

The IC50 value of methanol extract was 22,641,229 ppm, and the IC50 value of ethyl 

acetate fraction was 628,202 ppm, so both were categorized as not having active as 

an antidiabetic agent. 

 

Keywords. Vitex cofassus Reinw., Enzyme α-glucosidase, Diabetes Mellitus, 

       Secondary Metabolite 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Diabetes Melitus merupakan suatu penyakit atau gangguan metabolisme 

kronis yang ditandai dengan tingginya kadar gula darah disertai gangguan 

metabolisme karbohidrat, lipid, dan protein sebagai akibat insufisiensi fungsi 

insulin (WHO, 2011). Hal ini dapat disebabkan oleh gangguan atau defisiensi 

produksi insulin oleh sel-sel beta pankreas, atau disebabkan oleh kurang 

responsifnya sel-sel tubuh terhadap insulin (WHO, 1999). Kondisi inilah yang 

kemudian disebut sebagai penyakit gula atau diabetes melitus. Tipe diabetes melitus 

diantaranya diabetes melitus tipe 1 atau Insulin Dependent Diabetes Mellitus 

(IDDM), diabetes melitus tipe 2 atau Non Insulin Dependent Diabetes Mellitus 

(NIDDM), diabetes melitus gestasional, dan diabetes melitus tipe lain (AOA, 2009). 

Berdasarkan data Perkumpulan Endokrinologi (PERKENI) pada tahun 2011 yang 

menyatakan bahwa jumlah penderita diabetes di Indonesia telah mencapai 9,1 juta 

orang dan diperkirakan jumlahnya akan terus melonjak naik. Saat ini, telah banyak 

dilakukan penelitian untuk mencari obat antidiabetes yang tepat baik dari sintesis 

maupun dari bahan alam atau obat alami dari beberapa tanaman obat yang dipercaya 

berpotensi sebagai antidiabetes oral. 

Tanaman obat adalah tanaman yang salah satu atau seluruh bagian pada 

tanaman tersebut mengandung zat aktif yang berkhasiat bagi kesehatan yang dapat 

dimanfaatkan sebagai penyembuh penyakit (Wijayakusuma, 2008). Bagian 

tanaman yang dimaksud adalah daun, buah, bunga, akar, rimpang, batang (kulit) 

dan getah (resin). Ada dua cara membuat ramuan obat dari tanaman yaitu dengan 

cara direbus dan ditumbuk (diperas). Penggunaan obat alami, seperti pengobatan 

herbal untuk mengobati penyakit telah dikenal di daerah Asia dan Negara-negara 

berkembang termasuk Indonesia, yang penduduknya sangat terikat dengan 

penggunaan obat-obatan tradisional karena harganya lebih murah, bisa diolah 

sendiri dan lebih aman daripada obat sintetis. Terdapat beberapa efek samping yang
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ditimbulkan dari beberapa obat sintetis seperti kenaikan berat badan, mual, muntah 

diare, dan lain-lain. Seperti halnya pada obat metformin, salah satu efek 

sampingnya adalah dapat menyebabkan mual, sehingga harus digunakan pada saat 

atau setelah makan (PERKENI, 2011).  

Kajian literatur memperlihatkan bahwa beberapa tanaman yang dapat 

digunakan sebagai obat diabetes melitus antara lain, daun, kulit, batang, buah, dan 

akar tanaman mahkota dewa (Phaleria macrocarpa), mengkudu (Morinda 

citrifolia), bawang putih (Allium satium), serta buah pare (Momordica charantia) 

(Mulyanti dkk., 2010). Beberapa tanaman yang telah diteliti, diketahui mengandung 

senyawa metabolit sekunder yang berperan sebagai antidiabetes. Kandungan dan 

kadarnya berbeda-beda tergantung dari tanaman itu sendiri. Beberapa tahun 

terakhir, metabolit sekunder tanaman telah banyak diteliti sebagai sumber bahan 

obat (Krishnaraju et al., 2005). Salah satu tanaman yang diduga berpotensi sebagai 

antidiabetes oral adalah tanaman dari genus Vitex. 

Vitex merupakan salah satu genus yang sudah digunakan masyarakat sebagai 

obat tradisional, diantaranya daun Vitex agnus-castus sebagai obat pramenstruasi 

dan daun Vitex negundo sebagai antifungi (Sathiamoorthy et al., 2007). Secara 

tradisional, masyarakat di Indonesia menggunakan tumbuhan Vitex sebagai 

pestisida nabati, dan obat diare (Ismail et al., 2008; Utami et al., 2010). Tanaman 

Vitex cofassus Reinw. (Gofasa) merupakan jenis kayu unggulan yang tersebar di 

daerah Sulawesi Selatan, penyebarannyapun sudah cukup meluas di daerah 

setempat. Penelitian yang sebelumnya telah dilakukan pada tanaman ini 

diantaranya tentang pengujian antikanker dan antioksidan. Tanaman ini diduga 

memiliki potensi sebagai alternatif pengobatan penyakit antidiabetes, karena 

penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, menunjukkan bahwa Vitex cofassus 

Reinw. memiliki kandungan senyawa flavonoid dan steroid yang memiliki aktivitas 

sebagai antidiabetes. Alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid merupakan senyawa 

metabolit sekunder yang memiliki potensi sebagai antidiabetes dengan mekanisme 

penghambatan kerja enzim α-glukosidase, misalnya pada tanaman Origanum 

majorana mengandung senyawa flavonoid yang dapat menghambat kerja enzim 

tersebut (Kawabata et al., 2003). 
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Berdasarkan latar belakang diatas, maka pada penelitian ini akan dilakukan 

uji inhibisi enzim α-glukosidase dari ekstrak metanol dan fraksi-fraksinya (n-

heksana, n-heksana:etil asetat, dan etil asetat) daun Vitex cofassus Reinw. asal 

Bogor, Jawa Barat. 

B. Perumusan Masalah 

Berdasarkan pembatasan masalah yang telah ditetapkan diatas, maka 

perumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana profil fitokimia dari tumbuhan Vitex cofassus Reinw.? 

2. Apakah ekstrak metanol dan fraksi-fraksinya (n-heksana, n-heksana:etil 

asetat, dan etil asetat) dari daun Gofasa (Vitex cofassus Reinw.) memiliki 

aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase? 

C. Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan data kandungan golongan 

senyawa metabolit sekunder pada ekstrak metanol dan fraksi-fraksinya (n-heksana, 

n-heksana:etil asetat, dan etil asetat) daun Vitex cofassus Reinw. asal Bogor, Jawa 

Barat, serta nilai IC50 sampel yang memiliki aktivitas antidiabetes. 

D. Manfaat Penelitian 

Hasil dari peneitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah dan 

menjadi landasan penelitian antidiabetes selanjutnya dalam pengembangan potensi 

sumber daya alam Indonesia khususnya di bidang farmasi dan kesehatan.



 
 

4 
 

BAB II 

KAJIAN TEORI 

A. Tanaman Vitex cofassus 

Genus Vitex merupakan salah satu genus tumbuhan yang termasuk famili 

Verbenaceae. Genus ini memiliki 270 spesies berupa pohon dan semak-semak yang 

tersebar di daerah tropis dan subtropis termasuk Indonesia. Tumbuhan Vitex telah 

banyak digunakan masyarakat sebagai sumber obat tradisional (Meena et al., 2010). 

Salah satu spesies tumbuhan Vitex yang terdapat di Indonesia adalah Vitex 

cofassus. Vitex cofassus memiliki nama daerah biti; katonde (Bugis); pasal (Seram 

Selatan); gawsa (Halmahera Utara); beso (Halmahera Selatan); gofasa dan sassuar 

(Irian Jaya), sedangkan di Malaysia disebut bufasa; Papua New Guinea disebut 

vitex, garamut, bitun (Kurniaty, 2002). Pohon gofasa merupakan salah satu jenis 

pohon terpenting di Sulawesi atau di beberapa daerah dikenal pulang dengan nama 

gofasa (Gusmiaty et al., 2012). Pohon ini sebenarnya telah ditetapkan menjadi flora 

identitas Provinsi Gorontalo dengan nama gupasa atau gofasa. Genus Vitex ini 

banyak tumbuh di Sulawesi dan pulau-pulau bagian Selatan sampai ke Timur 

Kepulauan Maluku (Seran et al., 1997). Selain ditemukan di Indonesia, Vitex 

cofassus juga tersebar di Malaysia, Philipina, Papua New Guinea, dan 

Kep.Solomon (Lemmens et al., 1995). 

 

Gambar 1. Penyebaran Vitex cofassus (Orwa et al., 2009)
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Vitex cofassus memiliki tinggi pohon yang mencapai 45 m dengan diameter 

80 cm. Batang agak berlekuk dan sering bengkok. Sistem percabangan sangat 

rendah dan banyak. Duduk daun berhadapan berbentuk lanset, tepi daun bergerigi, 

dan bunganya berbentuk payung, mahkota bunga berwarna biru keunguan, sebelah 

luar banyak terlihat bercak-bercak kelenjar dan permukaan sebelah dalam berambut 

halus. Buah yang sudah masak berwarna cokelat tua sampai hitam dengan diameter 

berkisar antara 5 sampai 12 mm. Kulit batang bagian luar berwarna abu-abu 

(Irwanto, 2003). 

Tanaman ini umumnya tumbuh sebagai pohon-pohon kodominan di hutan 

dataran rendah. Jenis ini masih dapat dijumpai sampai ketinggian 2000 m dpl. 

Pohon ini memerlukan cahaya penuh, dan merupakan jenis pohon menggugurkan 

daun, yang terjadi pada musim kemarau. Tumbuh baik pada tanah berkapur dengan 

tekstur mulai lempung hingga pasir dan dijumpai di daerah dengan musim basah 

dan kering yang nyata (Kurniaty, 2002). 

 

Gambar 2. Bunga dan Daun Vitex cofassus (Kurniaty, 2002). 

Klasifikasi tanaman Vitex cofassus menurut sistem klasifikasi Kurniaty 

(2002) adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Lamiales 

Famili  : Verbenaceae 

Genus  : Vitex 

Spesies  : Vitex cofassus Reinw. 
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B. Fitokimia Genus Vitex 

Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa kimia yang umumnya 

mempunyai kemampuan bioaktivitas dan berfungsi sebagai pelindung dari 

gangguan hama penyakit untuk tumbuhan itu sendiri atau lingkungannya. Senyawa 

kimia sebagai hasil metabolit sekunder telah banyak digunakan untuk zat warna, 

racun, aroma makanan, obat-obatan, dan sebagainya (Anna, 2011). Hasil 

penelusuran literatur, metabolit sekunder yang terdapat pada tanaman genus Vitex 

adalah golongan flavonoid, terpenoid, steroid, lignin, dan turunan fenolik. 

Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom 

karbon, di mana dua cincin benzen (C6) terikat pada suatu rantai propane (C3), 

yang dapat atau tidak dapat membentuk cincin ketiga, sehingga membentuk suatu 

susunan C6-C3-C6 (Achmad, 1986). Kelompok flavonoid dibagi menjadi 3 kelas 

utama, flavonoid, isoflavonoid, dan neoflavonoid. Perbedaan struktur kelas utama 

tersebut dapat dilihat pada Gambar 3. 

O
7

6

5 4
3

8
2

2'

3'

4'

5'

6'

1

O O

2           3

Gambar 3. Struktur Umum Flavonoid, Isoflavonoid, dan Neoflavonoid (Grotewold, 

           2006) 

Flavonoid merupakan senyawa metabolit tumbuhan yang sangat melimpah di 

alam. Fungsi senyawa flavonoid sangatlah penting bagi tanaman pada pertumbuhan 

dan perkembangannya. Fungsi tersebut seperti penarik perhatian hewan pada proses 

penyerbukan dan penyebaran benih, stimulan fiksasi nitrogen pada bakteri 

Rhizobium, peningkat pertumbuhan tabung serbuk sari, serta resorpsi nutrisi dan 

mineral dari proses penuaan daun. Senyawa flavonoid juga dipercaya memiliki 

kemampuan untuk pertahanan tanaman dari herbivora dan penyebab penyakit, serta 

senyawa ini membentuk dasar untuk melakukan interaksi alelopati antar tanaman 

(Andersen dan Markham, 2006). 
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Flavonoid telah diteliti memiliki berbagai aktivitas biologis seperti 

antikanker, antiviral, antiinflamasi, mengurangi risiko penyakit kardiovaskuler dan 

penangkap radikal bebas. Senyawa golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari 

tumbuhan genus Vitex, diantaranya 5-hidroksi-3,6,7,3’,4’-pentametoksi flavon (1). 

5,3’ dihidroksi-7,8,4’-trimetoksi flavonon (2) yang diisolasi dari daun Vitex 

negundo (Gautam, 2008), isorhamnetin (3) diisolasi dari kulit akar Vitex agnus-

castus (Itokawa et al., 1997). 

OOCH3
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Gambar 4. Struktur Senyawa Golongan Flavonoid dari Tumbuhan Vitex 

 (Gautam, 2008; Itokawa et al., 1997) 

Sebagian besar terpenoid mempunyai kerangka karbon yang dibangun oleh 

dua atau lebih unit C5 yang disebut unit isopern. Unit C5 ini dinamakan demikian 

karena kerangka karbonnya sama seperti senyawa isopren. Berdasarkan jumlah 

atom C yang terdapat pada kerangkanya, terpenoid dapat dibagi menjadi 

hemiterpene dengan 5 atm C, monoterpen dengan 10 atom C, seskuiterpen dengan 

15 atom C, diterpen dengan 20 atom C, triterpen dengan 30 atom C, dan seterusnya 

sampai dengan politerpen dengan atom C lebih dari 40 (Nagegowda, 2010; Dewick, 

2009). 

Steroid adalah triterpenoid yang kerangka dasarnya cincin siklopentana 

perihidrofenantren. Steroid yang terdapat dalam jaringan hewan berasal dari 
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triterpenoid lanosterol sedangkan yang terdapat dalam jaringan tumbuhan berasal 

dari triterpenoid sikloartenol setelah triterpenoid ini mengalami serentetan 

perubahan tertentu. Tahap-tahap awal dari biosintesa steroid adalah sama bagi 

semua steroid alam yaitu pengubahan asam asetat melalui asam mevalonat dan 

skualen (suatu triterpenoid) menjadi lanosterol dan sikloartenol (Lenny, 2006). 

Senyawa fenolik terdiri atas molekul-molekul besar dengan beragam struktur, 

karakteristik utamanya adalah adanya cincin aromatik yang memiliki gugus 

hidroksil. Kebanyaan senyawa fenolik termasuk ke dalam kelompok flavonoid. 

Fenolik memiliki karakteristik antara lain kemampuan membentuk senyawa kelat 

dengan logam, mudah teroksidasi dan membentuk polimer (Pratt dan Hudson, 

1990). 

Beberapa senyawa terpenoid yang telah diisolasi dari genus Vitex yaitu 

Rotundifuran, Vitexilaktobe, 8,13-dihidroksi-14-labden, dan Vitexlaktam (Meena 

et al., 2010) 

C. Diabetes Melitus 

Diabetes Melitus merupakan suatu penyakit atau gangguan metabolisme 

kronis yang ditandai dengan tingginya kadar glukosa darah disertai gangguan 

metabolisme karbohidrat, lipid, dan protein sebagai akibat insufisiensi fungsi 

insulin (WHO, 2011). Hal ini dapat disebabkan oleh gangguan atau defisiensi 

produksi insulin oleh sel-sel beta pankreas, atau disebabkan oleh kurang 

responsifnya sel-sel tubuh terhadap insulin (WHO, 1999). 

Gejala yang dikeluhkan oleh penderita Diabetes Melitus yaitu polydipsia, 

polyuria, polifagia, penurunan berat badan, dan kesemutan (Buraerah, 2010). 

Hyperglicemia pada diabetes yang berkepanjangan akan mengakibatkan disfungsi 

dan kegagalan kerja dari berbagai macam organ terutama mata, ginjal, saraf, dan 

jaringan darah. Menurut Buraerah (2010), defisiensi insulin dapat terjadi melalui 3 

jalan, yaitu rusaknya sel-sel B pankreas karena pengaruh dari luar (virus, zat kimia, 

dan lain-lain), desensitasi atau penurunan reseptor glukosa pada kelenjar pankreas, 

dan desensitasi atau kerusakan reseptor insulin di jaringan perifer. Ada empat jenis 

diabetes melitus, yaitu diabetes melitus tipe 1, diabetes melitus tipe 2, diabetes 

gestasional, dan diabetes tipe spesifik lainnya (Ramachandran dan Snehlatha, 
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2009). Diabetes Melitus Tipe 2 (DM Tipe 2) adalah penyakit gangguan metabolik 

yang di tandai oleh kenaikan gula darah akibat penurunan sekresi insulin oleh sel 

beta pancreas dan atau gangguan fungsi insulin (resistensi insulin) (Departemen 

Kesehatan, 2005).  

Hasil Riset Kesehatan Dasar pada tahun 2013, menunjukkan prevalensi DM 

di Indonesia membesar sampai 57%. Tingginya prevalensi Diabetes Melitus tipe 2 

disebabkan oleh faktor risiko yang tidak dapat berubah misalnya jenis kelamin, 

umur, dan faktor genetika. Serta faktor risiko yang dapat diubah misalnya kebiasaan 

merokok, aktivitas fisik, dan konsumsi alkohol, Indeks Masa Tubuh, lingkar 

pinggang dan umur (Harding et al., 2003; Teixeria, 2011). Penderita DM yang 

sudah parah sering menjalani amputasi anggota tubuh karena terjadi pembusukan. 

Solusi untuk menurunkan kejadian dan keparahan dari Diabetes Melitus tipe 2 dapat 

dilakukan pencegahan seperti modifikasi gaya hidup dan pengobatan seperti obat 

oral hiperglikemik dan insulin (Departemen Kesehatan, 2005).  

Penderita DM tipe 2 harus secara konsisten menormalkan kadar glukosa 

darah dengan melakukan terapi diabetes berupa diet yang dikombinasi dengan 

olahraga atau dengan pemberian obat diabetes oral. Terapi ini bertujuan untuk 

meminimalkan terjadinya komplikasi mikrovaskular dan makrovaskular dalam 

jangka panjang, dan menjaga kualitas hidup penderita DM (Chisholm-Burns et al., 

2008). Antidiabetik oral diindikasikan bagi penderita DM tipe 2 jika diet olahraga 

tidak cukup menurunkan kadar glukosa dalam darah yang tinggi. Terapi 

antidiabetik oral diantaranya agen penginduksi sekresi insulin (sulfonilurea), 

biguanida, tiazolimdindion (TZD), dan agen penghambat enzim α-glukosidase 

(Dipiro et al., 2005). 

D. Enzim α-Glukosidase 

Enzim merupakan katalisator pilihan yang diharapkan dapat mengurangi 

dampak pencemaran lingkungan dan pemborosan energ karena reaksinya tidak 

membutuhkan energi, bersifat spesifik dan tidak beracun. Enzim telah 

dimanfaatkan secara luas pada berbagai industri produk pertanian, kimia, dan 

industri obat-obatan. Tiga sifat utama dari biokatalisator adalah menaikkan 
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kecepatan reaksi, mempunyai kekhususan dalam reaksi dan produk serta kontrol 

kinetik (Akhdiya, 2003).  

Enzim α-glukosidase adalah kelompok enzim yang secara spesifik mengurai 

disakarida dan karbohidrat kompleks dengan ikatan α-glikosida menjadi D-glukosa. 

Enzim α-glukosidase dalam tubuh terdapat di dinding usus halus. Berdasarkan 

substratnya, enzim ini terdiri atas maltase, sukrase, dan isomaltase. Maltase 

berperan sebagai penghidrolisis maltose, sukrase sebagai penghidrolisis sukrosa, 

dan isomaltase sebagai katalisis pemecahan maltotriosa (Poedjiadi, 1994). 

Salah satu cara mengendalikan kadar gula dalam darah penderita DM adalah 

menghambat aktivitas enzim α-glukosidase (Suarsana et al., 2008). Enzim ini 

berperan sebagai kunci pada akhir pemecahan karbohidrat. Enzim α-glukosidase 

merupakan jenis enzim hidrolase yang mengatalisis reaksi hidrolisis terminal non 

pereduksi dari substrat menghasilkan α-glukosa (Nashiru et al., 2001). Inhibisi 

terhadap enzim α-glukosidase menyebabkan penghambatan adsorpsi glukosa. 

Senyawa yang dapat menghambat enzim α-glukosidase disebut inhibitor α-

glukosidase (IAG). Senyawa IAG banyak digunakan untuk pengobatan pada pasien 

diabetes tipe 2. Obat ini bekerja secara kompetitif di dalam saluran pencernaan yang 

dapat memperlambat penyerapan glukosa sehingga dapat menurunkan 

hiperglikemia setelah makan. Terdapat banyak inhibitor enzim α-glukosidase yang 

efektif, seperti akarbosa dan voglibosa yang dihasilkan mikroba (Liu et al., 2006). 

Keduanya dapat mencegah penguraian sukrosa dan karbohidrat kompleks oleh 

enzim α-glukosidase dalam usus sehingga penyerapan glukosa lambat dan 

terhambat (Sukandar et al., 2008). 

Akarbosa merupakan produk mikroba alami yang berasal dari proses 

fermentasi mikroorganisme Actinoplanes utahensis yang memiliki gugus sesuai 

dengan sisi aktif enzim α-glukosidase (Bayer, 2008). Suatu penelitian menyebutkan 

bahwa konsumsi 100 mg akarbosa sebanyak tiga kali sehari mampu mengurangi 

26% progresi pasien diabetes pada masa Impaired Glucose Tolerance, yaitu kondisi 

metabolisme antara keadaan darah normal dan diabetes (Chiasson et al., 2002). 

Penggunaan akarbosa dikontraindikasikan pada pasien dengan short-bowel 

syndrome atau inflamasi di usus besar. Hal ini dikarenakan penghambatan α-
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glukosidase oleh akarbosa menimbulkan efek samping pada sistem gastrointestinal 

seperti diare, pembentukan gas berlebihan di lambung dan usus (Dipiro et al., 

2005). Efek samping dari penggunaan akarbosa dapat dikurangi dengan pemberian 

dosis dari dosis rendah, kemudian ditingkatkan secara bertahap (Linn et al., 2009). 

Nama kimia akarbosa adalah O-4,6-Dideoksi-4-[((1S,4R,5S,6S)-4,5,6-

trihidroksi-3-(hidroksimetil)siklohex-2-enil)amino] α-D-glukopiranosil-(1->4) -O- 

α-D-glukopiranosil-(1->4)-D-glucopiranosa dengan struktur kimia sebagai berikut: 

 

Gambar 5. Struktur Kimia Akarbosa (Pharmaffliates, 2015) 

Akarbosa berfungsi sebagai inhibitor α-glukosidase yang berarti menghambat 

kerja enzim α-glukosidase (Tjokroprawiro, 2007). Penghambatan enzim ini 

menyebabkan lambatnya pencernaan senyawa karbohidrat, karena senyawa 

karbohidrat sedikit terurai menjadi glukosa maka penyerapan glukosa oleh usus 

halus juga berkurang. Akarbosa ditujukan untuk mengatasi kenaikan gluosa darah 

sesudah makan (Gani, 2011). Akarbosa mengikat enzim secara reversible dan 

kompetitif. Enzim α-glukosidase akan menghidrolisis substrat p-NPG menjadi α-

D-glukosa dan p-nitrofenol yang berwarna kuning. Warna kuning yang dihasilkan 

menjadi indikator kemampuan inhibitor untuk menghambat kerja α-glukosidase, 

sehingga warna kuning larutan yang dihasilkan akan lebih pudar dibandingkan 

larutan tanpa inhibitor (Sugiwati, 2005). 

E. Metode Pengukuran Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase 

Reaksi dalam menentukan aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase dapat 

diketahui dengan menggunakan p-NPG yang tidak berwarna, reaksi lengkapnya 

adalah sebagai berikut: 
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Gambar 6. Reaksi Enzimatis α-Glukosidase dan p-nitrofenil-α-D-glukopiranosa 

(Guo et al., 2010) 

Aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase dapat dihitung dengan rumus: 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
c−s

c
 x 100 

Keterangan: 

s = absorbansi sampel (BS-KS) 

c = absorbansi kontrol (DMSO), (Blangko-Kontrol) 

Nilai IC50 dapat dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linear, log 

konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan % inhibisi sebagai sumbu y. Berdasarkan 

persamaan: y = a + bx dapat dihitung nilai IC50 dengan menggunakan rumus: 

IC50 =  
50−a

b
 

Glukobay (akarbosa) digunakan sebagai kontrol positif dan dibuat variasi 

konsentrasi 0,100; 0,500; 1,000; 5,000; dan 10,000 ppm. 

F. Teknik Pemisahan 

Ekstraksi merupakan proses penarikan komponen atau zat aktif suatu sampel 

dengan menggunakan pelarut tertentu. Metode ekstraksi senyawa dipengaruhi oleh 

faktor sifat kandungan zat aktif atau kelarutan dalam pelarut. Prinsip ekstraksi 

adalah melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar dan senyawa non polar dalam 

pelarut non polar (Amalina, 2008). Pada umumnya ekstraksi akan semakin baik bila 

permukaan serbuk simplisia yang bersentuhan dengan pelarut lain dan semakin luas 

bidangnya. Dengan demikian, semakin halus serbuk simplisia maka akan semakin 

baik ekstraksinya. Selain luas bidang, ekstraksi juga dipengaruhi oleh sifat fisik dan 

kimia simplisia yang bersangkutan (Ahmad, 2006). Sebelum ekstraksi dilakukan, 



13 
 

 
 

biasanya serbuk tumbuhan dikeringkan lalu dihaluskan dengan derajat kehalusan 

tertentu, kemudian diekstraksi dengan salah satu cara yang dibutuhkan.. 

 Maserasi 

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang paling sederhana.  

Metode ini dilakukan dengan cara merendam bahan dalam suatu pelarut yang dapat 

menghasilkan ekstrak dalam jumlah banyak serta terhindar dari perubahan kimia 

senyawa-senyawa tertentu karena pemanasan (Pratiwi, 2009). Menurut Harborne 

(1987), metode maserasi digunakan untuk mengekstrak jaringan tanaman yang 

belum diketahui kandungan senyawanya yang kemungkinan bersifat tidak tahan 

panas sehingga kerusakan tersebut dapat dihindari. Kekurangan dari metode ini 

adalah waktu yang relatif lama dan membutuhkan banyak pelarut. Ekstrasi dengan 

metode maserasi menggunakan prinsip kelarutan. Prinsip kelarutan adalah like 

dissolve like, yaitu (1) pelarut polar akan melarutkan senyawa polar, demikian juga 

sebaliknya pelarut non polar akan melarutkan senyawa non polar, (2) pelarut 

organik akan melarutkan senyawa organik. Untuk mendapatkan larutan ekstrak 

yang pekat biasanya pelarut ekstrak diuapkan dengan menggunakan alat rotary 

evaporator (Harborne, 1987). 

 Fraksinasi 

Proses pemisahan selanjutnya masih menggunakan prinsip ekstraksi yang 

dikenal dengan ekstraksi cair-cair atau yang biasa dikenal dengan nama fraksinasi. 

Fraksinasi adalah suatu metode pemisahan senyawa organik berdasarkan kelarutan 

senyawa-senyawa tersebut dalam dua pelarut yang tidak saling bercampur, 

biasanya antara pelarut air dan pelarut organik. Tujuannya untuk mendapatkan 

fraksi ekstrak yang lebih murni dengan aktivitas yang lebih tinggi. Prinsip 

fraksinasi menggunakan pelarut yang didasarkan pada distribusi zat terlarut dan 

perbandingan tertentu antara dua pelarut yang tidak saling bercampur (Harborne, 

2006). Teknik pemisahan ekstraksi cair-cair biasanya dilakukan dengan 

menggunakan corong pisah (Separatowy funnel). Ekstraksi akan semakin efektif 

bila dilakukan berulang kali menggunakan pelarut dengan volume yang sedikit 

demi sedikit (Soebagio, 2005).  
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Kromatografi merupakan suatu metode yang digunakan untuk memisahkan 

campuran komponen berdasarkan distribusi komponen tersebut diantara dua fase, 

yaitu fase diam dan fase gerak (Stoenoiu et al., 2006). Fase diam berguna untuk 

mengikat komponen zat, sedangkan fase gerak berguna untuk mengangkut 

komponen zat lain yang tidak terikat. Cara-cara kromatografi dapat digolongkan 

sesuai dengan sifat-sifat dari fasa diam, yang dapat berupa zat padat atau zat cair. 

Jika fasa diam berupa zat padat disebut kromatografi serapan, dan jika berupa zat 

cair disebut kromatografi partisi. Karena fasa gerak dapat berupa zat cair atau gas, 

maka ada empat macam sistem kromatografi, yaitu: 

1. Fasa gerak cair-fasa diam padat (kromatografi serapan) 

a. Kromatografi Lapis Tipis  

b. Kromatografi Penukar Ion 

2. Fasa gerak gas-fasa diam padat 

Kromatografi Gas-Padat 

3. Fasa gerak cair-fasa diam zat cair 

Kromatografi Kertas 

4. Fasa gerak gas-fasa diam zat cair 

a. Kromatografi Gas-Cair 

b. Kromatografi Kolom Kapiler 

Semua pemisahan dengan kromatografi tergantung pada kenyataan bahwa 

senyawa-senyawa yang dipidahkan terdistribusi diantara fasa gerak dan fasa diam 

dalam perbandingan yang sangat beda-beda dari satu senyawa terhadap senyawa 

yang lain (Sastrohamidjojo, 1991).
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

A. Tempat dan Waktu Penelitian   

Penelitian ini dilakukan di Laboratium Penelitian Kimia FMIPA UNJ Jakarta 

Timur dan Laboratorium Pusat Studi Biofarmaka IPB Bogor. Waktu penelitian dari 

bulan November 2016 hingga Mei 2017. 

B. Metode Penelitian   

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

eksperimen yang meliputi maserasi dan partisi cair-cair dengan menggunakan 

pelarut organik dan kromatografi (kromatografi lapis tipis), serta pengujian inhibisi 

aktivitas antidiabetes dengan menggunakan metode inhibisi α-glukosidase.    

1. Alat dan Bahan  

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah peralatan ekstrasi, 

neraca analitik, blender, rotary vacuum evaporator (EYELA USA N-1001-

S-WD, Cat Num 216959), magnetic stirrer (IKA C-MAG HS 7), 

spektrofotometer UV-Vis, lampu UV, peralatan kromatografi lapis tipis, 

jarum ose, petri disk, inkubator, laminar air flow, microplate reader (Epoch 

Microplate Spectrophotometer) dan mikro pipet. Bahan-bahan yang 

digunakan adalah daun gofasa (Vitex cofassus Reinw.), akuades, berbagai 

pelarut dengan kualifikasi teknis yang sudah didestilasi (Metanol (MeOH), n-

Heksana, dan Etil Asetat (EtOAc)). Bahan-bahan untuk uji antidiabetes 

menggunakan enzim α-glukosidase, p- nitrofenil-α-D-glukopiranosida (p-

NPG), larutan bufer fosfat pH 7, serum bovine albumin, akarbosa, 

dimetilsulfoksida (DMSO), HCl 2N, dan Na2CO3. Bahan-bahan yang dipakai 

untuk uji fitokimia adalah kloroform, amoniak, larutan H2SO4 2M, pereaksi-

pereaksi (Dragendorf, Mayer, dan Wagner), etanol 30%, asam asetat anhidrat, 

H2SO4 pekat, FeCl3 1%, dan etanol 30%.   

2. Prosedur Penelitian 

1) Preparasi Simplisia 
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Daun Gofasa (Vitex cofassus Reinw.) digunakan sebagai simplisia 

tanaman yang akan diteliti pada penelitian ini. Daun diambil dari Bogor, Jawa 

Barat. Pengumpulan simplisia dilakukan pada bulan September tahun 2016 

sebanyak 10 kg daun basah. Daun yang telah diperoleh kemudian dikering-

anginkan dalam ruangan yang terlindung dari sinar matahari langsung. 

Tujuan dikering-anginkan adalah untuk mencegah terjadinya pembusukan 

serta mematikan jaringan tumbuhan agar tidak terjadi hidrolisis pada senyawa 

yang terkandung pada simplisia oleh enzim (Harborne, 1987). Simplisia 

kering yang dihasilkan kemudian dihaluskan dan disimpan dalam wadah 

bersih dan tertutup rapat.   

2) Ekstraksi Daun Gofasa (Vitex cofassus Reinw.)   

Ekstraksi dilakukan terhadap 2,048 kg serbuk simplisia daun gofasa. 

Ekstraksi daun gofasa dilakukan dengan cara maserasi menggunakan pelarut 

metanol. Maserasi dilakukan sebanyak dua kali pengulangan dengan 

mengganti pelarut metanol setelah 24 jam dengan metanol baru. Hasil ekstrak 

yang diperoleh diuapkan menggunakan rotatory vacuum evaporator pada 

suhu 30-40°C sehingga diperoleh ekstrak dan fraksi daun sebanyak 2,65 liter.  

Ekstrak dan fraksi pekat dua belas gram masing-masing dikeringkan untuk 

selanjutnya diuji aktivitas penghambatan enzim α-glukosidasenya.   

3) Fraksinasi 

Ekstrak metanol daun gofasa (Vitex cofassus Reinw.)  yang diperoleh 

selanjutnya dipartisi dengan corong pisah. Fraksinasi ekstrak metanol 

dilakukan dengan metode ekstraksi cair-cair menggunakan pelarut dengan 

tingkat kepolaran yang berbeda dan tidak saling bercampur. Fraksinasi ini 

menggunakan 3 pelarut yang berbeda kepolarannya diantaranya n-heksana 

sebagai pelarut yang non polar, n-heksana:etil asetat sebagai pelarut yang 

semi polar, dan etil asetat sebagai pelarut yang polar. Sebanyak 450 mL 

ekstrak metanol kental daun Vitex cofassus dimasukkan ke dalam wadah, lalu 

diekstraksi cair-cair dengan pelarut n-heksana sebanyak 300 mL dan 

dilakukan enam kali pengulangan. Lapisan metanol difraksinasi kembali 

dengan pelarut n-heksana:etil asetat sebanyak 300 mL dan dilakukan enam 
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kali pengulangan. Lapisan metanol difraksinasi kembali dengan pelarut etil 

asetat sebanyak 300 mL dan dilakukan enam kali pengulangan. Lapisan 

metanol dan etil asetat dilarutkan dalam air untuk menghasilkan dua lapisan 

larutan. Setelah itu hasil dari ketiga fraksi yang terkumpul dipekatkan dengan 

menggunakan rotatory vacuum evaporator, sehingga didapatkan fraksi 

kering. 

4) Kromatografi Lapis Tipis 

Fasa diam yang digunakan yaitu silica. Plat silica dipotong dengan 

ukuran 5x5 cm dan dibuat garis atas dan garis bawah sebesar 0,5 cm masing-

masing. Sebelum menotolkan sampel pada plat dilakukan dengan 

menggunakan pelarut tunggal terlebih dahulu lalu dilanjutkan dengan 

menggunakan kombnasi antra dua pelarut dengan perbandingan yang 

berbeda-beda. Eluen dibiarkan memenuhi ruang chamber selama beberapa 

menit. Sampel ditotolkan mengguakan pipa kapiler dengan diameter ± 0,5 

mm – 1 mm. Setelah itu plat KLT dimasukkan kedalam chamber dan 

dibiarkan beberapa saat sebagai waktu pengelusian. Setelah mencapai batas 

atas, plat KLT diambil dan dikeringkan. Hasil plat KLT tersebut dihat 

dibawah lampu UV. 

5) Uji Fitokimia 

a) Uji Alkaloid 

Uji Alkaloid dilakukan dengan menggunakan metode Culvenor dan 

Fitzgerald. Sebanyak 0,5 mg ekstrak dan fraksi ditambahkan 2 mL 

kloroform dan 0,5-1 mL H2SO4 2 N, kemudian dikocok sampai terbentuk 

dua lapisan. Lapisan asam (atas) dipipet dan diteteskan pada plat tetes. 

Pengujian ini dilakukan dengan menambahkan dua tetes pereaksi 

Dragendrof. Adanya senyawa alkaloid ditandai dengan terbentuknya 

endapan berwarna coklat pada plat tetes. 

b) Uji Flavonoid 

Uji Flavonoid dilakukan dengan menggunakan pereaksi 

Wilstarter/Sianidin. Sebanyak 2 mL ekstrak dan fraksi dimasukkan 

kedalam tabung reaksi dan ditambah dengan 0,5 mL asam klorida pekat 
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dan 3-4 pita logam Mg. Adanya flavonoid ditandai dengan warna merah, 

jingga, dan hijau tergantung pada struktur flavonoid yang terkandung 

dalam sampel tersebut. 

c) Uji Fenolik dan Saponin 

Uji Fenolik dilakukan dengan menggunakan pereaksi FeCl3 1%. 

Sebanyak 2 mL ekstrak atau fraksi masing-masing dimasukkan kedalam 

tabung reaksi dan plat tetes, kemudian ditambah 0,5 mL FeCl3 1 %. 

Adanya senyawa fenolik ditunjukkan dengan terbentukknya warna biru 

keunguan. Untuk uji saponin dilakukan dengan cara tabung reaksi 

dikocok kuat, bila terbentuk busa selama 10 menit dan tidak hilang 

dengan penambahan 1 tetes asam klorida pekat, menunjukkan adanya 

saponin. 

d) Uji Tanin 

Uji tanin dilakukan dengan cara sepuluh gram ekstrak dan fraksi 

ditambahkan dengan air, lalu dididihkan selama beberapa menit, 

kemudian disaring. Filtrat ditambah FeCl3 satu persen, jika terbentuk 

warna biru atau hitam kehijauan, maka positif mengandung tanin. 

e) Uji Steroid dan Terpenoid 

Uji steroid dan terpenoid dilakukan dengan meneteskan ekstrak dan 

fraksi pada plat tetes dan kemudian dikeringkan. Selanjutnya ke dalam 

plat tetes ditambahkan 2-3 tetes asam asetat anhidrida dan diaduk, lalu 

ditambahkan 1-2 tetes asam sulfat pekat. Adanya senyawa terpenoid 

ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah-ungu. Bila terdapat 

steroid dan terpenoid secara bersamaan akan terbentuk warna merah 

dengan biru-ungu berbentuk cincin di tengah-tengah. 

6) Uji Aktivitas α-Glukosidase secara in vitro 

Pengujian terhadap daya hambat aktivitas enzim α-glukosidase 

menggunakan substrat p-nitrofenil- α-D-glukopiranosida (p-NPG) dan enzim 

α-glukosidase. Larutan enzim dibuat dengan melarutkan 1.0 mg enzim α-

glukosidase dalam larutan buffer fosfat (pH 7) yang mengandung 200 mg 
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serum bovin albumin. Sebelum digunakan enzim diencerkan 25 kali dengan 

buffer fosfat pH 7. 

Uji aktivitas penghambatan α-glukosidase pada ekstrak metanol, fraksi 

n-heksana, fraksi n-heksana:etil asetat, dan fraksi etil asetat dilakukan dengan 

menggunakan larutan enzim dan larutan substrat (p-NPG). Pengujian 

dilakukan dengan membuat konsentrasi fraksi bervariasi. Pengujian 

dilakukan pada ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi n-heksana:etil asetat, 

dan fraksi etil asetat daun gofasa. Prinsip dari uji ini adalah penentuan 

aktivitas inhibisi berdasarkan kemampuan sampel menghambat reaksi 

katalisis hidrolisis p-nitrofenol-α-glukopiranosa dan mencegahnya menjadi 

p-nitrofenol dan α-glukopiranosa. Reaksi tersebut ditunjukkan dengan 

perubahan warna dari tidak berwarna menjadi kuning. Sampel dengan 

penghambatan yang tinggi akan menghasilkan warna larutan yang semakin 

cerah, sebanding dengan kemampuan aktivitas penghambatan yang tinggi. 

Sampel ekstrak daun Gofasa masing-masing dilarutkan dalam DMSO 

hingga konsentrasi 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, dan 200 ppm. S0 digunakan 

sebagai koreksi terhadap absorban ekstrak. Penghentian reaksi enzim substrat 

dilakukan dengan penambahan Na2CO3 200 mM. Sistem reaksi pada Tabel 1 

disiapkan pada microplate well. Larutan kemudian diukur absorbansinya 

menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 410 nm. 

Percobaan dilakukan sebanyak tiga kali ulangan. 

Tabel 1. Prosedur Uji Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase 

 Blanko C S0 S1 

Ekstrak (µL) - - 1 1 

DMSO (µL) 1 1 - - 

Buffer (µL) 49 49 49 49 

Substrat (µL) 25 25 25 25 

Inkubasi 37⁰ selama 5 menit 

Buffer (µL) 25 - 25 - 

Enzim (µL) - 25 - 25 

Inkubasi 37⁰ selama 5 menit 

Na2CO3 (µL) 100 100 100 100 
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Keterangan: 

Blangko = sistem reaksi tanpa adanya ekstrak dan enzim 

C = campuran tanpa ekstrak 

S0 = campuran tanpa enzim namun dengan ekstrak 

S1 = campuran dengan enzim dan ekstrak 

Tablet akarbosa (Glukobay) digunakan sebagai kontrol positif. Akarbosa 

dilarutkan dalam buffer dan HCl 2 N (1:1) dan dibuat variasi konsentrasi 25 ppm, 

50 ppm, 100 ppm, dan 200 ppm. Larutan diambil sebanyak 1 µL dan dimasukkan 

ke dalam campuran reaksi seperti dalam sampel ekstrak. 

C. Teknik Pengumpulan Data dan Analisis Data 

Teknik pengumpulan data dalam penelitian ini yaitu mencatat dan 

memperhatikan setiap perlakuan yang dilakukan dalam penelitian ini meliputi 

preparasi sampel hingga uji aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase. Sedangkan, 

untuk analisis data berdasarkan hasil pengukuran absorbansi p-nitrofenol dapat 

digunakan untuk perhitungan aktivitas inhibitor α-glukosidase dengan rumus: 

Aktivitas inhibisi (%) = 
C−S

C
 x 100% 

Keterangan: S = Absorbansi sampel (S1-S0) 

   C = Absorbansi kontrol (DMSO), (Blangko-Kontrol) 

Absorbansi sampel dapat dihitung melalui absorbansi sampel (S1) dikurang 

dengan absorbansi control (S0). Sedangkan, absorbansi kontrol dapat dihitung 

melalui absorbansi blangko pada masing-masing konsentrasi sampel (K) dikurangi 

dengan absorbansi log konsentrasi blangko. 

Hasil absorbansi kemudian diplotkan ke dalam sebuah grafik dengan sumbu 

X yaitu log konsentrasi sampel dari sumbu Y yaitu persentase inhibisi. Berdasarkan 

dari grafik tersebut maka akan di dapat persamaan regresi linearnya: 

Y = a + bx 

Nilai besaran konsentrasi ekstrak dan fraksi yang memiliki kemampuan 

menghambat aktivitas enzim α-glukosidase sebesar 50 %, dinyatakan dengan rumus 

IC50 yaitu:  

IC50 = 
50−a

b
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

Pengujian fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa 

metabolit sekunder yang terdapat pada tanaman Vitex cofassus Reinw. Uji fitokimia 

sangat diperlukan untuk menganalisis adanya senyawa yang berperan sebagai 

penghambat enzim α-glukosidase. Kandungan senyawa metabolit sekunder dari 

ekstrak metanol pada tanaman ini telah dilakukan oleh Pratiwi (2013) yang hasilnya 

bahwa terdapat senyawa flavonoid, dan steroid. Hasil uji fitokimia dari ekstrak 

metanol, fraksi n-heksana, fraksi n-heksana:etil asetat, dan fraksi etil asetat daun 

Vitex cofassus dapat dilihat pada tabel dan gambar di bawah ini. 

Tabel 2. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Metanol, Fraksi n-Heksana, Fraksi n-Heksana:Etil  

    Asetat, dan Fraksi Etil Asetat Daun Vitex cofassus Reinw. 

Sampel Alkaloid Fenolik Flavonoid Saponin Tanin Steroid Terpenoid 

Ekstrak 

Metanol - + + + + - + 

Fraksi n-

Heksana - - + - - + - 

Fraksi n-

Heksana: 

Etil Asetat - + - + + + - 

Fraksi Etil 

Asetat - + + + + - + 

 Keterangan tabel:   + = ada zat aktif yang terdeteksi 

- = tidak ada zat aktif yang terdeteksi 

 

Gambar 7. Pengujian dengan Ekstrak Metanol: (a) Hasil Uji Alkaloid, (b) Hasil Uji 

 Fenolik, (c) Hasil Uji Flavonoid, (d) Hasil Uji Saponin, (e) Hasil Uji 

 Tanin, (f) Hasil Uji Terpenoid
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Gambar 8. Pengujian dengan Fraksi n-Heksana: (a) Hasil Uji Alkaloid, (b) Hasil Uji 

 Fenolik, (c) Hasil Uji Flavonoid, (d) Hasil Uji Saponin, (e) Hasil Uji 

 Tanin, (e) Hasil Uji Steroid 

 

Gambar 9. Pengujian dengan Fraksi n-Heksana:Etil Asetat: (a) Hasil Uji Alkaloid, (b)  

        Hasil Uji Fenolik, (c) Hasil Uji Flavonoid, (d) Hasil Uji Saponin, (e) Hasil 

          Uji Tanin, (f) Hasil Uji Steroid 

 

Gambar 10. Pengujian dengan Fraksi Etil Asetat: (a) Hasil Uji Alkaloid, (b) Hasil Uji 

  Fenolik, (c) Hasil Uji Flavonoid, (d) Hasil Uji Saponin, (e) Hasil Uji 

 Tanin, (f) Hasil Uji Terpenoid 

Berdasarkan hasil uji fitokimia, senyawa metabolit sekunder yang 

kemungkinan terdapat pada ekstrak metanol dan fraksi etil asetat adalah flavonoid, 

fenolik, saponin, terpenoid, dan tanin. Hasil menunjukkan uji positif golongan 

flavonoid karena terbentuk larutan yang berwarna kuning kehijauan. Hasil 

menunjukkan uji positif golongan fenolik dan tanin karena terbentuknya warna 
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hijau kehitaman. Golongan saponin terdapat dalam sampel ketika terbentuknya 

busa saat dikocok dan didiamkan selama sepuluh menit tidak hilang setelah 

ditambahkan satu tetes asam klorida. Hasil menunjukkan uji positif golongan 

terpenoid karena terbentuk merah-ungu pada sampel. 

Berdasarkan penelusuran literatur, uji fitokimia terhadap ekstrak metanol 

daun Vitex negundo menunjukkan hasil yang hampir sama dengan uji fitokimia 

terhadap ekstrak metanol daun Vitex cofassus yaitu keduanya mengandung senyawa 

golongan flavonoid dan terpenoid (Gautam, 2008). Senyawa metabolit sekunder 

yang ada dalam sampel dan dapat dikatakan berpotensi sebagai zat penghambat 

enzim α-glukosidase yakni flavonoid. Flavonoid merupakan senyawa fenol yang 

banyak dimiliki oleh tanaman dan berfungsi sebagai inhibitor enzim α-glukosidase 

yang dapat menunda penyerapan glukosa (Pereira et al. (2011) dan Havsteen 

(2002)). Flavonoid diketahui menjadi zat aktif yang berperan dalam penghambatan 

enzim, dimana flavonoid ini dapat digunakan untuk menurunkan kadar glukosa 

darah, yaitu dengan menghambat kerja enzim α-glukosidase yang terdapat di usus 

halus (Brahmachari, 2011). 

Enzim α-glukosidase berfungsi untuk menghidrolisis oligosakarida menjadi 

monosakarida yang terdapat pada dinding usus halus. Penghambatan kerja enzim 

ini secara efektif dapat mengurangi pencernaan karbohidrat dalam bentuk molekul 

besar seperti polisakarida dan oligosakarida menjadi molekul yang lebih sederhana 

seperti glukosa, sehingga absorbsi glukosa dapat dikurangi (Ratimanjari, 2011). 

Penghambatan enzim α-glukosidase dapat menggunakan glukobay, miglitol, dan 

voglibosa yang diketahui mampu mengurangi hiperglikemia setelah makan melalui 

penghambatan kerja enzim pencerna karbohidrat dan menunda absorpsi glukosa 

(Hsieh et al., 2010). Penggunaan obat ini biasa digunakan untuk penyakit Diabetes 

Melitus tipe 2. 

Pengukuran absorbansi p-nitrofenol dari ekstrak, fraksi, dan standar akarbosa 

(glukobay) dilakukan dengan spektrofotometri dengan microplate reader. 

Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 410 nm, pemilihan 

panjang gelombang tersebut berdasarkan panjang gelombang maksimum yang 
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diperoleh. Semakin banyak p-nitrofenol yang dihasilkan maka warna yang 

ditimbulkan akan semakin kuning tua (Basuki et al., 2002).  

 

Gambar 11. Warna p-nitrofenol yang Dihasilkan oleh Semua Sampel pada Uji Aktivitas 

         Inhibisi Enzim α-Glukosidase 

Hasil pengukuran aktivitas penghambatan enzim α-glukosidase menunjukkan 

tidak adanya perubahan warna yang signifikan sebelum dan setelah reaksi enzimatis 

pada standar akarbosa, namun ada sedikit perubahan warna pada ekstrak metanol, 

dan fraksi etil asetat. Hasil tersebut menunjukkan bahwa standar akarbosa memiliki 

kemampuan menghambat kerja enzim α-glukosidase yang lebih baik dibanding 

ekstrak dan fraksi-fraksi, sehingga p-nitrofenol yang terbentuk dari uji aktivitas 

akarbosa paling sedikit. 

Aktivitas daya hambat terhadap enzim α-glukosidase bertujuan untuk 

mengetahui kemampuan sampel dalam menghambat reaksi hidrolisis substrat p-

nitrofenil-α-D-glukopiransida (p-NPG) menjadi α-D-glukosa dan p-nitrofenol yang 

berwarna kuning (dapat dilihat pada Gambar 11). Warna kuning yang dihasilkan 

oleh p-nitrofenol menjadi indikator kemampuan inhibitor untuk menghambat reaksi 

yang terjadi. Semakin besar kemampuan inhibitor untuk menghambat maka produk 

yang dihasilkan semakin sedikit atau warna larutan setelah inkubasi lebih cerah 

dibandingkan dengan larutan tanpa inhibitor (Sugiwati et al., 2009). 
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Hasil pengukuran absorbansi p-nitrofenol dapat digunakan untuk perhitungan 

aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase dengan rumus: 

Aktivitas inhibisi (%) = 
C−S

C
 x 100% 

Keterangan: C = Absorbansi kontrol (DMSO), (Blangko-Kontrol) 

   S = Absorbansi sampel (S1-S0) 

Hasil pengukuran persen inhibisi dengan rumus tersebut dapat dilihat secara 

lengkap di lampiran 4. 

Tabel 3. Data Absorbansi p-nitrofenol dan Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase oleh 

  Semua Sampel dan Glukobay 
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Tabel 3 menunjukkan semakin tinggi konsentrasi maka semakin kecil nilai 

absorbansi. Nilai absorbansi p-nitrofenol yang kecil menandakan kemampuan 

sampel untuk menghambat kerja enzim dalam menghidrolisis substrat semakin 

kuat, sehingga semakin sedikit p-nitrofenol yang terbentuk yang membuat larutan 

tetap tidak berwarna.  Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa fraksi etil asetat 

menghasilkan persentase inhibisi yang lebih baik daripada pelarut lainnya.  

Hasil uji aktivitas inhibisi pada tabel diatas yang positif adalah ekstrak 

metanol dan fraksi etil asetat. Akan tetapi keduanya belum dapat dikatakan 

memiliki aktivitas daya hambat terhadap enzim α-glukosidase, karena nilainya 

tidak lebih dari 50%.  

Akarbosa (Glukobay) bertindak sebagai kontrol positif. Akarbosa merupakan 

salah satu obat penurun gula darah yang dapat menghambat kerja dari enzim dimana 

berperan sebagai inhibitor terhadap enzim sukrase, maka kerja enzim ini akan 

dihambat secara reversible kompetitif, sehingga tidak semua sukrosa dapat 

dihidrolisis mejadi glukosa dan fruktosa, dan terjadilah penurunan absorbsi 

glukosa. Berdasarkan Tabel 3, glukobay memiliki rata-rata persentase inhibisi yang 

cukup besar dari masing-masing konsentrasinya, sehingga dikatakan dapat 

menghambat kerja enzim α-glukosidase. 

Data absorbansi selanjutnya dapat dibuat dalam bentuk grafik hubungan 

aktivitas inhibisi dengan log konsentrasi sampel, dengan persentase aktivitas 

inhibisi sebagai sumbu y dan log konsentrasi sampel sebagai sumbu x. Hasil 

perbandingan ditunjukkan pada Gambar 12. 

Gambar 12 menunjukkan bahwa fraksi etil asetat memiliki nilai persentase 

inhibisi yang cukup tinggi diantara sampel lainnya, namun kemampuannya dalam 

menghambat enzim α-glukosidase masih kurang, karena nilai persentase inhibisi 

yang didapatkan kurang dari 50%.  
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Gambar 12. Grafik Hubungan antara Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase dengan 

           Log Konsentrasi dari Sampel dan Glukobay 

Masing-masing pelarut memiliki nilai persentase inhibisi yang berbeda-beda. 

Hal ini sesuai dengan penelitian Pasaribu (2011) yang menyatakan bahwa 

perbedaan pelarut dapat mempengaruhi hasil dari persentase inhibisi. Grafik yang 

memiliki nilai negatif yakni pada fraksi n-heksana dan fraksi n-heksana:etil asetat 

dapat disimpulkan tidak memiliki potensi sebagai zat penghambat enzim α-

glukosidase. 

Korelasi antara persentase penghambatan enzim α-glukosidase dan log 

konsentrasi sampel dapat digunakan dalam menentukan Inhibition Concentration 

50% (IC50). Nilai IC50 didefinisikan sebagai konsentrasi inhibitor untuk 

menghambat 50% aktivitas enzim α-glukosidase saat diuji, sehingga nilai IC50 yang 

semakin rendah mengindikasikan aktivitas antidiabetes ekstrak yang semakin tinggi 

(Kim et al., 2004).   

Selanjutnya untuk menentukan nilai IC50 dari ekstrak metanol dan fraksi etil 

asetat, digunakan persamaan garis linear yang didapat dari masing-masing grafik.  
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Gambar 13. Grafik Hubungan antara Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase dengan  

        Log Konsentrasi dari Ekstrak Metanol 

 

Gambar 14. Grafik Hubungan antara Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase dengan  

            Log Konsentrasi dari Fraksi Etil Asetat 
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Gambar 15. Grafik Hubungan antara Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase dengan  

            Log Konsentrasi dari Glukobay 

Hasil persamaan garis regresi linear yang ditunjukkan dari grafik pada 

Gambar 13, 14, dan 15 didapatkan nilai IC50 pada masing-masing sampel. Menurut 

Kim et al. (2004), nilai IC50 penting diketahui untuk menentukan berapa besar 

potensi inhibitor dalam menginhibisi reaksi enzimatis. Hasil pengujian 

menunjukkan bahwa akarbosa memiliki efek penghambatan aktivitas enzim α-

glukosidase dengan nilai IC50 0,2768 ppm. Sedangkan nilai IC50 untuk ekstrak 

metanol, dan fraksi etil asetat secara berturut-turut adalah 22.641,229 ppm dan 

628,202 ppm. Hasil ini dapat disimpulkan dalam tabel sebagai berikut: 

Tabel 4. Nilai IC50 Larutan Pembanding Akarbosa (Glukobay) dengan Ekstrak Metanol 

dan Fraksi Etil Asetat 

Sampel Nilai IC50 (ppm) Kategori 

Akarbosa (Glukobay) 0,2768 Sangat aktif sebagai antidiabetes 

Ekstrak Metanol 22.641,229 Tidak aktif sebagai antidiabetes 

Fraksi Etil Asetat 628,202 Tidak aktif sebagai antidiabetes 
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Hasil yang didapat pada Tabel 3 merupakan analisis potensi keaktifan sebagai 

zat antidiabetes pada glukobay dan sampel yang didasarkan menurut nilai IC50 dan 

masing-masing kategorinya. Berikut ini merupakan nilai IC50 beserta kategori 

kemampuannya sebagai zat antidiabetes (Lee dan Lee, 2001): 

Tabel 5. Kategori Nilai IC50 sebagai Zat Antidiabetes (Lee dan Lee, 2001) 

Nilai   Kategori 

< 11 ppm Sangat aktif sebagai antidiabetes 

11 - 100 ppm Aktif sebagai antidiabetes 

> 100 ppm Tidak aktif sebagai antidiabetes 

 

 Ekstrak metanol dan fraksi etil asetat memiliki nilai IC50 yang melebihi 100 

ppm, sehingga dikategorikan tidak aktif sebagai antidiabetes. Konsentrasi yang 

rendah untuk mencapai nilai IC50 menunjukkan semakin baik senyawa yang 

dikandung oleh ekstrak dalam menghambat kerja enzim α-glukosidase (Septianto, 

2017). Ketidakaktifan ini diduga karena kandungan flavonoid didalam sampel 

jumlahnya tidak mencukupi untuk menghambat enzim α-glukosidase. Meskipun 

hasil persentase inhibisi yang didapatkan bernilai positif, akan tetapi nilainya tidak 

memenuhi kaidah kereaktifan zat untuk menghambat enzim α-glukosidase yang 

harus melebihi angka persentase 50%, sehingga sampel ini dikategorikan tidak 

berpotensi sebagai antidiabetes. 

Analisis fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak metanol dan fraksi etil asetat 

mengandung senyawa flavonoid yang ditandai dengan filtrat yang berwarna hijau 

pada uji golongan flavonoid. Hasil analisis tersebut diperkirakan komponen aktif 

utama yang menghambat aktivitas enzim α-glukosidase adalah flavonoid. Hal ini 

sejalan dengan Tu Phan et al. (2013) yang melaporkan bahwa komponen flavonoid 

dari Epimedium brevicornum memberikan penghambatan kuat dan spesifik 

terhadap enzim α-glukosidase. 

 Sesuai analisis fitokimia pada ektrak metanol dan fraksi etil asetat tersebut 

yang memberikan konstituen utama adalah flavonoid, maka dapat diperkirakan 

mekanisme inhibisi untuk ekstrak metanol dan fraksi etil asetat mengikuti 

mekanisme inhibisi flavonoid. Ho dan Bray (1999) mengungkapkan mekanisme 
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inhibisi dari flavonoid terhadap enzim α-glukosidase adalah melalui ikatan 

hidroksilasi dan substitusi pada cincin β. Prinsip penghambatan ini yaitu 

menghasilkan penundaan hidrolisis karbohidrat dan absorbs glukosa serta 

menghambat metabolisme sukrosa menjadi glukosa.  

Gugus pada kerangka  flavonoid yang berperan dalam menghambat enzim α-

glukosidase adalah dihidroksi cincin β pada C3’ dan C4’ serta pada C3’ cincin C. 

Gugus hidroksi C3’ dan C4’ merupakan faktor utama dalam penghambatan enzim 

α-glukosidase. Gugus C3’ dan C4’ dihidroksi pada cincin β berperan dalam 

interaksi dengan sisi aktif enzim α-glukosidase secara ikatan hydrogen. Sedangkan, 

adanya C3’ gugus OH di cincin C berfungsi untuk mempertahankan flavonoid 

mengikat sisi aktif enzim α-glukosidase secara tepat. Oksigen yang terdapat pada 

gugus hidroksil di C3’, C4’ pada cincin β dan C3 pada cincin C berperan dalam 

berikatan dengan hydrogen dari sisi aktif enzim α-glukosidase (Xu, 2010). 
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BAB V 

KESIMPULAN, IMPLIKASI DAN SARAN 

A. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil uji aktivitas penghambatan enzim α-glukosidase dan 

fitokimia dari ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi n-heksana:etil asetat, dan 

fraksi etil asetat daun gofasa (Vitex cofassus Reinw.) asal Bogor, Jawa Barat 

diperoleh kesimpulan sebagai berikut: 

1. Hasil fitokimia menunjukkan adanya senyawa flavonoid, fenolik, saponin, 

dan terpenoid pada ekstrak metanol, dan fraksi etil asetat. 

2. Ekstrak metanol dan fraksi etil asetat dari daun gofasa (Vitex cofassus Reinw.) 

menghasilkan nilai persen inhibisi yang positif, dan nilai IC50 yang 

didapatkan secara berturut-turut adalah sebesar 22.641,229 ppm, dan 628,202 

ppm, sehingga keduanya dikategorikan tidak aktif sebagai antidiabetes. 

B. Saran 

Penelitian ini masih perlu dilakukan penelitian lanjutan, seperti isolisasi, 

karakterisasi, dan uji in vivo langsung pada hewan dari senyawa aktif yang 

terkandung dalam tanaman Vitex cofassus Reinw., sehingga nantinya dapat 

dikembangkan sebagai obat Diabetes Melitus. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Bagan Kerja Ekstraksi Daun Gofasa (Vitex cofassus Reinw.) 

 

 

- Dikering-anginkan 

- Dihaluskan menjadi serbuk 

 

- Dimaserasi dengan pelarut Metanol 

- Diulang sebanyak tiga kali 

 

- Dipisahkan 100 mL 

 

 

 - Diuapkan pelarutnya 

- Dipartisi dengan pelarut    dengan rotatory 

n-Heksana       vacuum evaporator 

 

- Diuji aktivitas 

penghambatan enzim 

α-glukosidase 

 

 

- Diuapkan pelarutnya  

dengan rotatory 

vacuum evaporator 

 

- Diuji aktivitas 

penghambatan enzim α-

glukosidase

2.048 kg Daun Gofasa 

(Vitex cofassus Reinw.) 

Serbuk daun 

1000 mL Ekstrak Metanol 

900 mL Ekstrak 

Metanol 
100 mL Ekstrak Metanol 

3 g Ekstrak Metanol kering 

Ekstrak 

Metanol sisa 

Data hasil uji 

Fraksi n-Heksana 

3 g Fraksi n-Heksana 

Data hasil uji 



40 
 

 
 

Lampiran 1. Bagan Kerja Ekstraksi Daun Gofasa (Vitex cofassus Reinw.) 

Lanjutan 

 

     
- Dipartisi dengan pelarut n-Heksana:Etil Asetat (1:1) 

 

 

 

-  

- Diuapkan pelarutnya 

dengan rotatory  

vacuum evaporator 

 

 

- Diuji aktivitas 

penghambatan enzim  α-

glukosidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Ekstrak Metanol sisa 

Ekstrak 

Metanol sisa 

Fraksi n-Heksana:Etil 

Asetat (1:1) 

3 g Fraksi n-Heksana:Etil 

Asetat (1:1) 

Data hasil uji 
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Lampiran 1. Bagan Kerja Ekstraksi Daun Gofasa (Vitex cofassus Reinw.) 

Lanjutan 

 

     
- Dipartisi dengan pelarut Etil Asetat 

 

 

 

- Diuapkan pelarutnya 

dengan rotatory  

vacuum evaporator 

 

 

- Diuji aktivitas 

penghambatan enzim  

α-glukosidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ekstrak Metanol sisa 

Ekstrak 

Metanol sisa 

Fraksi Etil 

Asetat 

3 g Fraksi Etil 

Asetat kering 

Data hasil uji 



42 
 

 
 

Lampiran 2. Bagan Kerja Uji Fitokimia 

1. Uji Alkaloid 

 

 

 

- Ditambah kloroform dan ammoniak (9:1) 

- Ditambah 20 tetes H2SO4 

- Diaduk 

- Didiamkan beberapa saat hingga terbentuk 2 lapisan 

 

 

 

- Dipipet dan diletakkan pada plat tetes 

 

- Ditambah 2 tetes pereaksi Dragendorf 

 

 (-) Alkaloid 

2. Uji Fenolik dan Flavonoid 

 

 

- Dilarutkan dalam air panas yang mendidih selama 5 

menit 

- Dimasukkan ke dalam dua tabung berbeda 

 

 

 

- Ditambah sedikit serbuk Mg - Ditambah larutan  

- Ditambah 1 mL HCl pekat   FeCl3 1% 

- Ditambah 1 mL amil alkohol 

 

 

 

(+) Flavonoid (+) Fenolik 

 

 

 

 

0.5 g Ekstrak Metanol 

Daun Vitex cofassus Reinw 

Lapisan atas (asam) Lapisan bawah 

Ekstrak pada plat tetes 

Warna kuning kejinggaan 

2 g Ekstrak Metanol dan Fraksi 

Tabung reaksi 1 Tabung reaksi 1 

Warna kuning pada 

lapisan amil alkohol 

Warna hijau 

kehitaman 
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Lampiran 2. Bagan Uji Fitokimia (Lanjutan) 

3. Uji Saponin 

 

 

- Dilarutkan dalam air panas yang mendidih selama 5 menit 

- Dituang 10 mL ke tabung reaksi dalam keadaan panas 

 

 

- Dikocok kuat secara vertical selama 10 detik 

 

 

 

- Ditambah 1 tetes HCl pekat 

 

 

(+) Saponin 

 

4. Uji Tanin 

 

 

- Dilarutkan dalam air panas yang mendidih selama 5 

menit 

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

- Ditambah larutan FeCl3 1% 

 

 

 

   (+) Tanin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 mL ekstrak Metanol 

Tabung reaksi 

Busa stabil setinggi 1 cm 

selama 10 menit 

Busa tetap stabil 

2 g Ekstrak Metanol dan Fraksi 

Warna hijau 

kehitaman 
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Lampiran 2. Bagan Uji Fitokimia (Lanjutan) 

5. Uji Steroid dan Terpenoid 

 

- Diteteskan pada plat tetes 

- Didiamkan hingga kering 

- Ditambah 2-3 tetes CH3COOH anhidrat 

- Diaduk 

- Ditambah 1-2 tetes H2SO4 

 

 

 

 

(-) Steroid (+) Terpenoid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 g Ekstrak Metanol dan Fraksi 

Plat tetes 

Hijau 

kecoklatan 

Merah 

keunguan 
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Lampiran 3. Bagan Kerja Uji Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase 

 

 

 

 

- Diambil 25 µL 

 

 

 

Diinkubasi 37°C selama 15 menit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 µL larutan dimetil 

sulfoksida/sampel 

(ekstrak/fraksi)/akarbosa + 49 

µL buffer fosfat (pH 7.0) + 25 

µL p-nitrofenil α-glukopiranosa 

Larutan Enzim 

1.2 mg α-glukosidase + 100 mL 

dapar fosfat (mengandung 200 mg 

BSA) lalu diencerkan 25 kali 

Reaksi enzimatis 

dimulai 

Penghentian reaksi 

dengan 100 µL 200 mM 

Natrium Karbonat 

Diukur dengan λ = 410 nm 
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Lampiran 4. Perhitungan Persentase Inhibisi 

a. Ekstrak Metanol 

 Konsentrasi 25 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,913−0,808

0,048
 x 100% 

  = 11,501% 

 Konsentrasi 25 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,875−0,797

0,875
 x 100% 

  = 8,914% 

 Konsentrasi 25 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,801

0,863
 x 100% 

  = 7,184% 

 Konsentrasi 50 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,913−0,788

0,913
 x 100% 

  = 13,691% 

 Konsentrasi 50 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,875−0,770

0,875
 x 100% 

  = 12,000% 

 Konsentrasi 50 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,809

0,863
 x 100% 

  = 6,257% 
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 Konsentrasi 100 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,913−0,750

0,913
 x 100% 

  = 17,853% 

 Konsentrasi 100 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,875−0,741

0,875
 x 100% 

  = 15,314% 

 Konsentrasi 100 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,772

0,863
 x 100% 

  = 10,545% 

 Konsentrasi 200 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,913−0,724

0,913
 x 100% 

  = 20,701% 

 Konsentrasi 200 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,875−0,673

0,875
 x 100% 

  = 23,086% 

 Konsentrasi 200 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,775

0,863
 x 100% 

  = 22,943% 

 

b. Fraksi n-Heksana 
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 Konsentrasi 25 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,952

0,863
 x 100% 

  = -10,313% 

 Konsentrasi 25 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,871−0,926

0,871
 x 100% 

  = -6,315% 

 Konsentrasi 25 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,885−0,928

0,885
 x 100% 

  = -4,859% 

 Konsentrasi 50 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,981

0,863
 x 100% 

  = -13,673% 

 Konsentrasi 50 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,871−1,011

0,871
 x 100% 

  = -16,073% 

 Konsentrasi 50 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,885−1,030

0,885
 x 100% 

  = -16,384% 

 Konsentrasi 100 ppm (U1) 
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Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,987

0,863
 x 100% 

  = -14,368% 

 Konsentrasi 100 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,871−1,015

0,871
 x 100% 

  = -16,533% 

 Konsenrasi 100 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,885−0,977

0,885
 x 100% 

  = -10,395% 

 Konsentrasi 200 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,935

0,863
 x 100% 

  = -8,343% 

 Konsentrasi 200 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,871−0,931

0,871
 x 100% 

  = -6,889% 

 Konsentrasi 200 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,885−0,953

0,885
 x 100% 

  = -7,684% 

c. Fraksi n-Heksana:Etil Asetat 

 Konsentrasi 25 ppm (U1) 
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Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,867−0,918

0,867
 x 100% 

  = -5,882% 

 Konsentrasi 25 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,875−0,938

0,875
 x 100% 

  = -7,200% 

 Konsentrasi 25 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,934

0,863
 x 100% 

  = -8,227% 

 Konsentrasi 50 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,867−1,061

0,867
 x 100% 

  = -22,376% 

 Konsentrasi 50 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,875−1,035

0,875
 x 100% 

  = -18,286% 

 Konsentrasi 50 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−1,005

0,863
 x 100% 

  = -16,454% 

 Konsentrasi 100 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 
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  = 
0,867−1,065

0,867
 x 100% 

  = -22,837% 

 Konsentrasi 100 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,875−1,065

0,875
 x 100% 

  = -21,714% 

 Konsenrasi 100 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−1,069

0,863
 x 100% 

  = -23,870% 

 Konsentrasi 200 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,867−1,101

0,867
 x 100% 

  = -26,990% 

 Konsentrasi 200 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,875−1,089

0,875
 x 100% 

  = -24,457% 

 Konsentrasi 200 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−1,095

0,863
 x 100% 

  = -26,883% 

d. Fraksi Etil Asetat 

 Konsentrasi 25 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 
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  = 
0,863−0,776

0,863
 x 100% 

  = 10,081% 

 Konsentrasi 25 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,871−0,803

0,871
 x 100% 

  = 7,807% 

 Konsentrasi 25 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,885−0,820

0,885
 x 100% 

  = 7,345% 

 Konsentrasi 50 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,754

0,863
 x 100% 

  = 12,630% 

 Konsentrasi 50 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,871−0,803

0,871
 x 100% 

  = 9,759% 

 Konsentrasi 50 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,885−0,777

0,885
 x 100% 

  = 12,203% 

 Konsentrasi 100 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,671

0,863
 x 100% 
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  = 22,248% 

 Konsentrasi 100 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,871−0,655

0,871
 x 100% 

  = 24,799% 

 Konsentrasi 100 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,885−0,701

0,885
 x 100% 

  = 20,791% 

 Konsentrasi 200 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%)  = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,863−0,543

0,863
 x 100% 

  = 37,080% 

 Konsentrasi 200 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,871−0,554

0,871
 x 100% 

  = 35,395% 

 Konsentrasi 200 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

  = 
0,885−0,562

0,885
 x 100% 

 = 36,497% 

e. Kontrol Glukobay 

 Konsentrasi 0,100 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,556−0,408

0,556
 x 100% 

 = 26,619% 
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 Konsentrasi 0,100 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,541−0,365

0,541
 x 100% 

 = 32,532% 

 Konsentrasi 0,100 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,559−0,413

0,559
 x 100% 

 = 26,118% 

 Konsentrasi 0,500 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,556−0,215

0,556
 x 100% 

 = 61,331% 

 Konsentrasi 0,500 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,541−0,207

0,541
 x 100% 

 = 61,738% 

 Konsentrasi 0,500 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,559−0,187

0,559
 x 100% 

 = 66,547% 

 Konsentrasi 1,000 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,556−0,142

0,556
 x 100% 

 = 74,460% 

 Konsentrasi 1,000 ppm (U2) 



55 
 

 
 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,541−0,119

0,541
 x 100% 

 = 78,004% 

 Konsenrasi 1,000 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,559−0,132

0,559
 x 100% 

 = 76,386% 

 Konsentrasi 5,000 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,556−0,051

0,556
 x 100% 

 = 90,827% 

 Konsentrasi 5,000 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,541−0,054

0,541
 x 100% 

 = 90,018% 

 Konsentrasi 5,000 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,559−0,052

0,559
 x 100% 

 = 90,698% 

 Konsentrasi 10,000 ppm (U1) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,556−0,028

0,556
 x 100% 

 = 94,964% 

 Konsentrasi 10,000 ppm (U2) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 



56 
 

 
 

 = 
0,541−0,032

0,541
 x 100% 

 = 94,085% 

 Konsentrasi 10,000 ppm (U3) 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
Absorbansikontrol−Absorbansisampel

Absorbansikontrol
 x 100% 

 = 
0,559−0,026

0,559
 x 100% 

 = 95,349% 
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Lampiran 5. Perhitungan Nilai 𝐼𝐶50 

1. Sampel Ekstrak Metanol 

Persamaan regresi linear pada grafik: y = 14,302x – 12,285 

 50 = 14,302x – 12,285 

 x = 
50+12,285

14,302
 

x = 4,3549 ppm 

x = 22.641,229 ppm 

2. Sampel Fraksi Etil Asetat 

Persamaan regresi linear pada grafik: y = 31,831x – 39,068 

 50 = 31,831x – 39,068 

 x = 
50+39,068

31,831
 

 x = 2,7981 ppm 

 x = 628,202 ppm 

 

3. Kontrol Glukobay 

Persamaan regresi linear pada grafik: y = 32,386x + 68,068 

 50 = 32,386x + 68,068 

 x =  
50−68,068

32,386
 

 x = -0,5578 ppm 

 x = 0,2768 ppm 
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Lampiran 6. Sertifikat Uji Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase 
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Lampiran 6. Lanjutan 
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