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Abstrak 

 

Latar Belakang: diabetes melitus merupakan gangguan metabolit kronis yang ditandai peningkatan 

kadar glukosa darah akibat gangguan sekresi atau sensitivas insulin. Penghambatan enzim α-Amilase 

dapat membantu mengendalikan peningkatan glukosa darah setelah makan melalui penghambatan 

pemecahan karbohidrat. Daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) mengandung metabolit sekunder, 

termasuk flavonoid, yang diduga berpotensi sebagai antidiabetes. Tujuan: Penelitian ini bertujuan 

mengidentifikasi metabolit sekunder, menentukan kadar flavonoid total, serta mengetahui aktivitas 

ekstrak etil asetat daun kembang bulan dalam menghambat enzim α-Amilase secara in Vitro. Metode: 

Penelitian dilakukan secara eksperimental. Daun kembang bulan diekstraksi dengan metode maserasi 

menggunakan pelarut etil asetat. Analisis meliputi skrining fitokimia, penepatan kadar flavonoid total 

dengan metode AlCl3, menggunakan kuersetin sebagai pembanding, serta pengujian penghambatan α-

Amilase menggunakan metode DNS dengan akarbose sebagai kontrol positif. Aktivitas ditentukan 

berdasarkan nilai IC₅₀. Hasil: Skrining fitokimia menunjukkan adanya flavonoid, alkaloid, saponin, 

tanin, dan terpenoid. Kadar flavonoid total diperoleh sebesaar 32,120 ± 2,245 mg ekstrak. Ekstrak 

mampu menghambat aktivitas α-Amilase dengan niai IC₅₀ sebesar 76,59 ppm, yang termasuk kategori 

penghambatan kuat. Kesimpulan: Ekstrak etil asetat daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) 

penghambatan α-Amilase yang kuat. Nilai IC₅₀ sebesar 76,59 ppm menunjukkan bahwa ekstrak 

berpotensi dikembangkan sebagai sumber bahan alam kandidat antidabetes. 
 

Kata Kunci: Tithonia Diversifolia, Daun Kembang Bulan, Flavonoid Total, α-Amilase, IC₅₀, 

Antidiabetes 
 

Abstract 
 

Background: Diabetes mellitus is a chronic metabolic disorder characterized by increased blood 

glucose levels due to impaired insulin secretion or insulin sensitivity. Inhibition of the α-amylase enzyme 

can help control postprandial blood glucose levels by inhibiting carbohydrate digestion. Kembang 

bulan leaves (Tithonia Diversifolia) contain secondary metabolites, including flavonoids, which are 

considered to have potential antidiabetic activity. Objective: This study aimed to identify secondary 

metabolites, determine the total flavonoid content, and evaluate the ability of ethyl acetate extract of 

kembang bulan leaves to inhibit α-amylase activity in Vitro. Methods: This experimental study used 

maceration with ethyl acetate as the extraction solvent. The analyses included phytochemical screening, 

determination of total flavonoid content using the AlCl₃ method with quercetin as a standard, and α-

amylase inhibition testing using the DNS method with acarbose as a positive control. Inhibitory activity 

was determined based on the IC₅₀ value. Results: Phytochemical screening showed the presence of 

flavonoids, alkaloids, saponins, tannins, and terpenoids. The total flavonoid content was 32.120 ± 2.245 

mg QE/g extract. The extract inhibited α-amylase activity with an IC₅₀ value of 76.59 ppm, which was 

categorized as strong inhibition. Conclusion: The ethyl acetate extract of kembang bulan leaves 

(Tithonia Diversifolia) contains several secondary metabolite groups and exhibits strong α-amylase 

inhibitory activity. The IC₅₀ value of 76.59 ppm indicates that the extract has potential to be developed 

as a natural source for antidiabetic candidates. 
 

Keywords: Tithonia Diversifolia, Kembang Bulan Leaves, Total Flavonoids, α-Amylase, IC₅₀, 

Antidiabetic 
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1. PENDAHULUAN  

Diabetes melitus adalah penyakit metabolik yang ditandai oleh tingginya kadar gula 

darah akibat gangguan produksi insulin, resistensi insulin, atau keduanya (Sundayana et al., 

2021). Saat ini, prevalensi DM terus meningkat secara signifikan, baik secara nasional maupun 

global. Apabila DM tidak ditangani dengan baik DM menjadi salah satu penyebab utama 

komplilkasi kronis serius, seperti kronis neuropati, nefropati, retinopati, dan penyakit 

kardiovaskular. Diperlukan upaya berkelanjutan yang efektif untuk mencegah terjadinya 

komplikasi (Migdalis, 2024). 

Mekanisme utama yang komplikasi DM dan stress oksidatif seluler terjadi ketika 

keseimbangan sel terganggu, sehingga menyebabkan radikal bebas yang dapat merusak sel 

jaringan. Hiperglikemia kronis turut mengaktifkan sistem kekebalan tubuh dan meningkatkan 

produksi sitokin proinflamasi serta spesifik. Oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species/ROS), 

yang pada akhirnya menyebabkan kematian sel. Kematian peningkatan ROS di mitokondria 

dan sitosol berkontribusi pada stress oksidatif melalui respirasi mitokondria aktivitas 

metabolisme alternatif, dan pembentukan produk akhir glikasi lanjutan (Advanced Glycation 

End Products/AGEs) (Chen et al., 2024). Keberadaan ROS di mitokondria dan sitosol 

berkontribusi terhadap stress oksidatif melalui respirasi mitokondria, aktivasi metabolisme 

alternatif, dan pembentukan produk akhir glikasi lanjut (AGEs). Interaksi antara hiperglikemia, 

stress oksidatif dan peradangan membentuk kelompok patologis yang relative kuat, 

mengganggu resistensi insulin, dan merusak jaringan. Setiap individu ke organ target interaksi 

antara hiperglikemia, stress oksidatif, dan peradangan menghasilkan kelompok patologis yang 

relative kuat, mengganggu resistensi insulin dan merusak jaringan (Indri et al., 2025). 

Salah satu pendekaatan penting dalam pengobatan diabetes melitus adalah kadar 

glukosa darah (postprandial), yaitu peningkatan glukosa darah setelah mengonsumsi makanan. 

Peingkatan glukosa postprandial yang tidak terkendali dapat menyebabkan hiperglilemia kronis 

dan meningkatan risiko terjadinya berbagai komplikasi dalam jangka panjang (Shibib et al., 

2024). Dalam proses pencernaan karbohidrat, enzim α-Amilase memiliki peran penting dalam 

memecah pati menjadi oligosakarida dan gula sederhana yang kemudian diserap sebagai 

glukosa. Dengan demikian,penghambatan aktivitas enzim α-Amilase menjadi salah satu 

pendekatan terapeutik yang dapat digunakan untuk memperlambat pemecahan karbohidrat serta 

mengurangi lonjakan kadar glukosa darah setelah makan (Aleksandr P. Kalinovskii et al., 

2024). 

Tanaman obat merupakan sumber bahan alami yang menjanjikan karena kaya akan 

metabolit sekunder dengan beragam aktivitas biologis. Beberapa golongan senyawa seperti 

flavonoid, alkaloid, saponin, dan tanin diketahui memiliki potensi farmakologis yang signifikan 

(Suherman et al., 2022). Di antara senyawa tersebut, flavonoid tidak hanya berperan sebagai 

antioksidan alami yang efektif, tetapi juga memiliki kemampuan dalam menghamabat kerja 

enzim yang terlibat dalam pencernaan karbohidrat. Oleh sebab itu, pemanfaatan dan eksplorasi 

tanaman lokal menjadi peluang yang besar dalam pengembangan terapi pendukung 

(komplementar) untuk penyakit diabetes (Saeful Amin & Setiawati, 2025). 

Daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia), adalah memiliki potensi yang besar dan 

tamanan ini tumbuh yang luas di wilayah tropic dan telah lama digunakan dalam pengobatan 

tradisional (Fitriyanto et al., 2020). Sejumlah penelitian melaporkan bahwa daun kembang 

bulan mengandung flavonoid serta berbagai senyawa bioaktif lain yang menunjukkan aktivitas 

antioksidan dan antidiabetes. Meskipun demikian, penelitian yang lebih mendalam dan 

terfokus, khususnya terhadap potensi flavonoid dari tanaman ini, masih diperlukan untuk diteliti 

lebih lanjut (Pradiptha, 2025). 

Penelitian sebelumnya telah memberikan dasar ilmiah mengenai potensi farkologis 

daun Kembang Bulan (Tithonia Diversifolia). Penelitian yang dilakukan oleh Yazid et al., 

(2021) melaporkan bahwa ekstrak kasar daun Kembang Bulan menunjukkan aktivitas 
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antidiabetes secara in vivo, yang ditandai dengan kemampuannya menurunkan kadar glukosa 

darah pada tikus yan diinduksi diabetes. Sejalan dengan penelitian Yazid et al., (2021), ekstrak 

daun Kembang Bulan memiliki potensi antidiabetes yang signifikan, di mana dalam studinya 

secara in vivo terbukti mampu menurunkan glukosa darah puasa seraca efektif. Melalui 

pengujian secara in Vitro, penelitian awal terhadap aktivitas antioksidan dan kemampuan 

penghambatan enzim α-Amilase dapat dilakukan secara efektif sebagai tahap skrining awal 

dalam pengembangan kandidat obat. Data yang diperoleh dari uji in Vitro tersebut selanjutnya 

dapat menjadi dasar ilmiah yang kuat untuk penelitian lanjutan secara in vivo (Nguyen et al., 

2026). 

Penelitian ini terlekat pada integrasi antara aktivitas antioksidan dan kemampuan 

penghambatan enzim α-Amilase, keduanya memiliki peran penting dalam pengelolaan diabetes 

secara komprehensif. Flavonoid yang diperoleh dari ekstraksi daun kembang bulan memiliki 

potensi yang menjanjikan untuk dikembangkan sebagai agen antidiabetes alami. Oleh kareta 

itu, penelitian ini perlu dilakukan untuk menghasilkan bukti ilmiah yang sahih sebagai dasar 

dalam pengembangan produk fitofarmaka antidiabetes berabsis bahan alam di masa depan. 

Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi metabolit sekunder, menentukan kadar 

flavonoid total, serta mengetahui aktivitas ekstrak etil asetat daun kembang bulan dalam 

menghambat enzim α-Amilase secara in Vitro. 

 

2. METODE PENELITIAN 

Penelitian ini merupakan eksperimen laboratorium secara in Vitro yang bertujuan 

mengetahui potensi flavonoid dari ekstrak daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) sebagai 

antioksidan dan inhibitor enzim α-Amilase. 

Penelitian dilaksanakan pada April-Juni 2026 di Laboratorium Universitas Duta Bangsa 

Surakarta, dengan tahapan meliputi persiapan sampel, ekstraksi daun kembang bulan (Tithonia 

Diversifolia), pemisahan ekstrak yang mengandung flavonoid, serta pengujian aktivitas 

antioksidan dan inhibisi enzim α-Amilase secara in Vitro. 

Variabel dalam penelitian ini dibagi menjadi tiga, yaitu variabel bebas, terikat, dan 

kontrol. Variabel bebas berupa perbedaan konsentrasi ekstrak yang digunakan. Variabel terikat 

mencapuk kadar flavonoid total, persentase penghambatan radikal bebas, serta persentase 

inhibisi enzim α-Amilase. Sementara itu, variabel kontrol melitputi kondisi yang dipertahankan 

tetap sama, seperti suhu, lama inkubasi, voleme reagen, konsentrasi enzim dan substrat, serta 

panjang gelombang pada pengukuran menggunakan skpektrofotometer UV-Vis.  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi timbangan analitik, blender, ayakan 

No. 40 mesh, gelas ukur, labu ukur, beaker gelas, erlenmeyer, pipet ukur, mikropipet, tabung 

reaksi, rak tabung reaksi, vortex mixer, water bath, inkubator (370C), corong, kertas saring, 

spatula, botol vial, serta spektrofotometer UV-Vis. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 

meliputi daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia), etil asetat, metanol, aquades, aluminium 

klorida (AlCl3), natrium asetat, kalium persulfat (K2S2O8), enzim α-Amilase, pati (starch), 

larutan buffer fostat, reagen DNS (3,5-dinitrosalisilat), kuersetin, asam askorbat, dan akarbose. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Hasil Penelitian 

1). Determinasi Tanaman 

Deterimansi tanaman sampel daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) yang 

diperoleh dari Desa Pancot, Kelurahan Kalisoro, Kecamatan Tawangmangu, Kabupaten 

Karanganyar, Jawa Tengah, determinasi di lakukan Laboratorium UPH Yankestrad RSUP Dr. 

Sarrgito, Tawanmangu, Karanganyar, Jawa Tengah, Indonesia. Tujuan dilakukan determinasi 

yaitu mengidentifikasi tanaman uji untuk mengetahui bahwa tanaman yang dilakukan adalah 

benar tanaman daun kembang bulan. 
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Berdasarkan hasil determinasi dengan No. pengujian: PE/IV/2026/104 pada lampiran 

no 4 menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan untuk penelitian adalah benar tanaman daun 

kembang bulan, Famili: Asteraceae, Spesies: Tithonia Diversifolia (Hemsl.) A. Gray, Sinonim: 

Mirasolia diversifolia Hemsl. 

 

2). Standarisasi Simplisia  

Pengambilan simplisia basah daun kembang bulan sebanyak 5000 gram, sampel kering 

setelah pemansan 1200 dan diperoleh serbuk daun kembang bulan sebanyak 600 gram dengan 

rendemen simplisia sebesar 24 %. 

Hasil penetapan susut pengeringan simplisia diperoleh nilai sebesar 7,05%, hal ini 

menunjukkan bahwa hilangnya kandungan air dan senyawa yang terkandung dalam simplisia 

telah memenuhi syarat yaitu tidak lebih dari 10%, apabilah susut pengeringan tinggi dapat 

menpermudah pertumbuhan jamur mikroba lainnya. Hasil susut pengeringan simplisia 

disajikan di Tabel 1. 

 

Tabel 1. Susut Pengeringan Simplisia 

Replikasi Susut Pengeringan Rata-Rata Persyaratan (FHI, 2023) 

1 7,55 % 

7,05% < 10% 2 6,95 % 

3 6,65 % 

 

Hasil penetapan kadar air simplisia daun kembang bulan sebesar 8,03% hasil tersebut 

telah memenuhi syarat ketetapan uji kadar air simplisia yaitu tidak lebih dari 10%. Terlalu tinggi 

kadar air terkandung dalam simplisia maka semakin mudah ditumbuhi jamur dan mikroba. 

Hasil kadar air simplisia disajikan di Tabel 2. 

 

Tabel 2. Hasil Kadar Air Simplisia 

Replikasi Kadar Air (%) Rata-Rata (%) Persyaratan (FHI, 2023) 

1 7,76 % 

8,03 % < 10% 2 8,10 % 

3 8,24 % 

 

Hasil uji kadar abu simplisia daun kembang bulan diperoleh sebesar 2,93%, sehingga 

telah memenuhi syarat kadar abu menurut parameter standar yaitu tidak lebih dari 10%, 

semakin tinggi kadar abu yang diperoleh maka semakin tinggi juga kandungan meneral dalam 

simpilisia. Hasil uji kadar abu simplisia disajikan di Tabel 3. 

 

Tabel 3. Hasil Kadar Abu Simplisia 

Replikasi Kadar Abu (%) Rata-Rata (%) Persyaratan (FHI, 2023) 

1 3,15 % 

2,93 % < 10 % 2 2,5 % 

3 3,15 % 

 

3). Ekstraksi dan Standarisasi Ekstrak 

 

Tabel 4. Hasil Rendemen Ekstrak 

Pelarut Berat Simplisia Berat Ekstrak Rendemen (%) 

Etil Asetat 500 gr   
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Ekstrak etil asetat diperoleh sebanyak 76 gram ekstrak kental dengan jumlah rendemen 

15,2% hasil tersebut telah memenuhi syarat yang baik yaitu nilainya tidak kurang dari 10%. 

 

Tabel 4. Hasil Uji Oragnoleptik 

No. Parameter Hasil pengamatan 

1. Bentuk Ekstrak kental. 

2. Warna Hijau Kehitaman. 

3. Bau Bau Khas aromatik daun kembang bulan. 

4. Rasa Pahit. 

5. Konsistensi Kental dan homogen. 

 

Hasil uji organoleptik menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat daun kembang bulan 

(Tithonia Diversifolia (Hemsl.) A. Gray) berbentuk kental, berwarna hijau kehitaman, berbau 

khas, dan homogen. Karakteristik tersebut menunjukkan bahwa ekstrak memiliki kondisi fisik 

yang baik dan dapat digunakan untuk pengujian selanjutnya. 

Skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat daun kembang bulan 

(Tithonia Diversifolia (Hemsl.) A. Gray) mengandung flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, 

steroid, dan triterpenoid. Keberadaan senyawa tersebut ditunjukkan melalui perubahan warna 

atau terbentuknya endapan setelah penambahan pereaksi spesifik, yang menunjukkan bahwa 

etil asetat mampu mengekstraksi berbagai metabolit sekunder dari daun kembang bulan. 

 

Tabel 5. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etil Asetat 

Uji 

Fitokimia 
Pereaksi Hasil Hasil 

Alkaloid Mayer. + Terbentuk endapan kuning pucat 

(kren). 

Wagner. + Endapan kuning kecoklatan hingga 

cokelat. 

Dragendorff. + Terbentuk endapan kemerahan. 

Flavonoid Serbuk Mg, HCL pekat dana 

mil alkohol. 

- Terbentuk Warna kuning. 

Saponin Aquades panas dan HCI 2 N. + Busa tetap bertahan selama 10 menit. 

Fenolik FeCl3 1%. + Larutanberubah menjadi hijau 

kehitaman hingga hitam. 

Terpenoid Asam Asetat Anhidrat dan 

Asam Sulfat pekat. 

- tidak terbentuk cincin merah 

kecokelatan pada batas dua lapisan. 

Keterangan: 

(+): menunjukkan positif mengandung metabolit sekunder 

(-): menunjukkan negatif mengandung metabolit sekunder  

 

4). Penetapan Kadar Flavonoid Ekstrak Etil Asetat Daun Kembang Bulan  

Penetapan kadar flavonoid total pada ekstrak etil asetat daun kembang bulan (Tithonia 

Diversifolia) dilakukan menggunakan metode kolorimetri dengan spektrofotometri UV-Vis 

berdasarkan pembentukan kompleks berwarna antara senyawa flavonoid dan aluminium 

klorida (AlCl₃). Prinsip metode ini adalah terbentuknya kompleks stabil anatara ion Al3+ dengan 

gugus hidroksil dan gugus keton pada struktur flavonoid sehingga menghasilkan warna kuning 

yang dapat menyerap cahaya pada daerah sinar tampak. Penambahan natrium asetat berfungsi 

menjaga kestabilan kompleks yang terbentuk sehingga menghasilkan serapan yang optimum 

selama proses pengukuran. 
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Kuersetin digunakan sebagai standar karena mampu membentuk kompleks stabil 

dengan AlCl₃. Larutan standar kuersetin dibuat dalam seri konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan 100 

ppm untuk analisis kadar flavonoid total. 

Penentuan panjang gelombang maksimum kuersetin dilakukan pada rentang 400–500 

nm setelah direaksikan dengan AlCl₃ dan natrium asetat. Hasil pemindaian menunjukkan 

puncak absorbansi pada 423–425 nm dengan nilai absorbansi 0,171, sehingga panjang 

gelombang tersebut digunakan sebagai panjang gelombang maksimum dalam analisis. 

Berdasarkan hasil tersebut, panjang gelobang 425 nm ditetapkan sebagai pangang gelombang 

maksimum (λmaks) untuk pengukuran kadar flavonoid total, karena pada daerah tersebut 

kompleks kuersetin-AlCl3 memberikan serapan maksimum sehingga menghasilkan sensitivitas 

dan ketelitian analisis yang lebih baik. Selanjutnya, panjang gelombang tersebut digunakan 

untuk menggukur absorbansi larutan standar kuersetin maupun sampel ekstrak etil asetat daun 

kembang bulan. Hasil penentuan panjang gelobang maksimum disajikan pada Gambar 1. 

 

 
Gambar 1. Panjang Gelombang Maksimum 

 

 
Gambar 2. Grafik Hasil Operating Time (OT) 
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Penentuan Operating Time dilakukan untuk mengetahui waktu kestabilan reaksi antara 

kuersetin, AlCl₃, dan natrium asetat. Pengukuran dilakukan selama 0–30 menit pada panjang 

gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil menunjukkan absorbansi 

stabil pada menit ke-15 dengan nilai 0,704, sehingga waktu tersebut digunakan sebagai waktu 

inkubasi dalam penetapan kadar flavonoid total. 

Penentuan kurva baku dilakukan untuk mengetahui hubungan antara konsentrasi 

kuersetin dan nilai absorbansi sebagai dasar perhitungan kadar flavonoid total. Kurva baku 

dibuat menggunakan larutan kuersetin dengan konsentrasi 20, 40, 60, 80, dan 100 ppm. Hasil 

pengukuran menunjukkan adanya hubungan linear antara peningkatan konsentrasi kuersetin 

dan nilai absorbansi. Kurva baku yang diperoleh disajikan pada Gambar 3. 

Berdasarkan hasil analisi regresi linear, diperoleh persamaan y = 0,0036x + 0,2837 

dengan nilai koefisien determinasi (R2) sebesar 0,9951. Nilai R2 tersebut menunjukkan bahwa 

99,51% variasi nilai absorbansi dipengaruhi oleh perubahan konsentrasi larutan standar 

kuersetin, sedangkan 0,49% sisanya dipengaruhi oleh faktor lain, seperti kesalahan pengukuran 

atau variasi eksperimental. Nilai koefisien determinasi yang mendekati 1 menunjukkan bahwa 

kurva baku memiliki tingkat linearitas yang sangat baik, sehingga persamaan regresi tersebut 

layak digunakan untuk menghitung kadar flavonoid total pada sampel ekstrak etil asetat daun 

kembang bulan. Dalam persamaan regresi tersebut, nilai y menyatakan absorbansi hasil 

pengukuran, sedangkan nilai x menytakan konsentrasi flavonoid yang dinyatakan sebagai 

ekuivalen kuersetin. (mg QE/g) ekstrak. 

 

 
Gambar 3. Grafik Kurva Baku Kuersetin 

 

Tabel 6. Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etil Asetat Daun Kembang Bulan 

Replikasi Kadar Flavonoid (mg QE/g) Rata-Rata Kadar Flavonoid (mg QE/g) 

1 31,750 

32,120 ± 2,245 mg QE/g 2 34,528 

3 30,083 

 

Pengukuran kadar flavonoid total dilakukan tiga kali replikasi dan dinyatakan dalam mg 

QE/g ekstrak. Hasilnya menunjukkan kadar flavonoid sebesar 31,750; 34,528; dan 30,083 mg 

QE/g pada masing-masing replikasi, dengan rata-rata 32,120 ± 2,245 mg QE/g ekstrak. Kadar 

flavonoid dihitung berdasarkan nilai absorbansi sampel yang dimasukkan ke dalam persamaan 

regresi kurva baku kuersetin.  
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5). Hasil Uji Aktivitas Penghambatan Enzim α-Amilase 

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi potensi flavonoid ekstrak etil asetat daun 

kembang bulan (Tithonia Diversifolia) sebagai inhibitor enzim α-Amilase secara in Vitro 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Pengujian didasarkan pada kemampuan senyawa aktif 

dalam ekstrak menghambat enzim α-Amilase sehingga hidrolisis pati menjadi gula pereduksi 

dapat berkurang. Semakin tinggi aktivitas penghambatan enzim, semakin sedikit gula pereduksi 

yang terbentuk aktivitas penghambatan enzim, semakin sedikit gula pereduksi yang terbentuk 

dan semakin besar potensi antidiabetes dari ekstrak yang diuji. 

Pengujian dilakukan terhadap larutan blanko, kontrol blanko, kontrol sampel, sampel 

ekstrak etil asetat daun kembang bulan, serta akarbose sebagai kontrol positif. Akarbose 

digunakan sebagai pembanding karena merupakan inhibitor kempetitif enzim α-Amilase yang 

telah digunakan secara klinis dalam terapi diabetes melitus tipe 2. Penggunaan blanko, kontrol 

blanko, dan kontrol sampel bertujuan untuk mengoreksi absorbansi yang berasal dari reagen 

maupun warna ekstrak, sehingga nilai absorbansi yang diperoleh benar-benar mencerminkan 

aktivitas penghambatan enzim α-Amilase oleh sampel. 

Sebelum dilakukan pengujian aktivitas penghambatan enzim α-Amilase, terlebih 

dahuluh dilakukakn penentuan panjang gelombang maksimum (λmaks) unutk memperoleh 

sensitivitas pengukuran yang optimal. Penentuan λmaks dilakukan pada rentang pangjang 

gelombang 400-500. Berdasarkakn hasil pengukuran, absorbansi meningkat dari 0,641 pada 

400 nm hingga mencapai nilai maksimum sebesar pada panjang gelombang 425 nm, kemudian 

mengalami penurunan pada panjang gelombang berikutnya. Oleh karena itu, 425 nm ditepkan 

sebagai gelombang maksimum yang digunakan pada seluruh pengukuran karena memberikan 

respons absorbansi tertinggi. 

 

 
Gambar 4. Grafik Hasil Panjang Gelombang Maksimum Enzim α-Amilase 
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Gambar 5. Hasil Grafik Operating Time (OT) Enzim α-Amilase 

 

Selanjutnya dilakukan penentuan Operating Time (OT) untuk mengetahui waktu ketika 

reaksi telah mencapai kondisi stabil sehingga pengukuran absorbansi dapat dilakukan secara 

konsisten. Pengamatan dilakukan selama 30 menit dengan interval 5 menit. Hasil pengukuran 

menunjukkan bahwa absorbansi mengalami penurunan tertahap dari 0,134 pada menit ke-0. 

Penurunan absorbansi relatif kecil pada setiap interval pengamatan, dan pada menit ke-20 

absorbansi mencapai 0,695 serta mulai menunjukkan kondisi yang stabil. Oleh karena itu, menit 

ke-20 ditetapkan sebagai Operating Time (OT) dan digunakan sebagai waktu inkubasi pada 

seluruh pengujian aktivitas penghambatan enzim α-Amilase. 

 

Tabel 7. Hasil % Penghambatan Acarbose dan Ekstrak 

Sampel Konsentrasi (ppm) % Penghambatan IC₅₀ 

Acarbose 0,625 34,20 

2,41 

1,25 46,39 

2,5 57,75 

5 65,21 

10 78,34 

Ekstrak Etil Asetat 

Daun Kembang Bulan 

12,5 22,72 

76,59 

25 35,74 

50 47,46 

100 65,21 

200 80,12 

 

Berdasarkan Tabel 8. Hasil pengukuran menunjukkan bahwa nilai absorbansi akarbose 

mengala penurunan sering dengan peningkatan konsentrasi. Semakin rendah nilai absorbansi 

yang diperoleh, semakin sedikit gula pereduksi yang terbentuk, sehingga menunjukkan bahwa 

aktivitas enzim α-Amilase semakin terhambat. Data absorbansi tersebut kemudian digunakan 

sebagai dasar untuk menghitung persentase penghambatan (inhibisi) serta menentukan nilai 

IC₅₀ akarbose yang berfungsi sebagai kontrol positif dalam pengujian aktivitas penhambatan 

enzim α-Amilase. 

Nilai persentase Penghambatan akarbose menunjukkan kecenderungan meningkat 

sering dengan bertabahnya konsentrasi yang diberikan Pada konsentrasi 0,625 ppm diperoleh 

persentase inhibisi sebesar 34,201%, kemudian meningkat menjadi 46,391% pada konsentrasi 

1,25 ppm, 57,751% pada konsentrasi 2,5 ppm, 65,207% pada konsentrasi 5 ppm, dan mencapai 
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78,343% pada konsentrasi 10 ppm. Peningkatan konsentrasi akarbose meningkatkan 

kemampuan menghambat enzim α-Amilase, sehingga pembentukan gula pereduksi dan nilai 

absorbansi menjadi lebih rendah. Data persentase inhibisi selanjutnya digunakan untuk 

membuat kurva regresi linear dan menentukan nilai IC₅₀ akarbose sebagai kontrol positif.  

Berdasarkan Gamabr 4.6, hubungan antara konsentrasi akarbose dengan penghambatan 

α-Amilase menghasilkan persamaan regresi linear y = 10,639 + 24,32 dengan nilai koefisien 

determinasi R2 = 0,9914. Nilai koefiesien determinasi tersebut menunjukkan bahwa 99,14% 

variasi persentase penghambatan enzim α-Amilase dapat dijelaskan oleh perubahan konsentrasi 

akarbose, sedangkan 0,86% sisanya dipengaruhi oleh faktor lain di luar model regresi. Nilai R2 

yang mendekati 1 menunjukkan adanya hubungan yang sangat kuat antara konsentrasi dengan 

persentase penghambatan α-Amilase. 

Berdasarkan persamaan regresi tersebut, diperoleh nilai IC₅₀ akarbose sebesar 2,41 ppm. 

Nilai IC₅₀ tersebut menunjukkan bahwa akabose memiki aktivitas penghambatan enzim α-

Amilase yang sangat kuat digunakan sebagai kontrol positif dalam pengujian aktivitas 

penghambatan enzim α-Amilase. Hasil % penghambatan akarbose disajikan di Gambar 6. 

 

 
Gambar 6. Hasil Grafik % Penghambatan Acarbose 

 

Hasil pengujian menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak etil asetat daun 

kembang bulan (Tithonia Diversifolia) menyebabkan penurunan nilai absorbansi, dari 0,261 

pada konsentrasi 12,5 ppm menjadi 0,103 pada 200 ppm. Hal ini menunjukkan bahwa semakin 

tinggi konsentrasi ekstrak, semakin besar aktivitas penghambatan terhadap enzim α-Amilase. 

Hasil persentase penghambatan ekstrak etil asetat daun kembang bulan terdapat 

aktivitas enzim α-Amilase pada berbagai konsentrasi. Berdasarkan hasil pengujian, terlihat 

adanya peningkatan persentase inhibisi seiring dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak yang 

digunakan. Persentase inhibisi bertambah dari 13,00% pada konsentrasi 12,5 ppm menjadi 

65,67% pada konsentrasi 200 ppm. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa kemampuan ekstrak 

etil asetat dalam menghambat aktivitas enzim α-Amilase meningkat sejalan dengan kenaikan 

konsentrasi, sehingga menunjukkan adanya hubungan yang bergantung pada konsentrasi antara 

ekstrak dan aktivitas penghambatan enzim. 
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Gambar 7. Hasil Grafik % Penghambatan Ekstrak 

 

Berdasarkan Gambar 7, hubungan antara konsentrasi akarbose dengan persentase 

inhibisi α-Amilase menunjukkan persamaan regresi linear y = 0,2852x + 28,156 dengan nilai 

koefisien determinasi R2 = 0,9025. Nilai R2 tersebut mengindikasikan bahwa 90,25% variasi 

persentase inhibisi enzim α-Amilase dapar dijelaskan oleh perubahan konsentrasi akarbose, 

sedangkan 9,75% sisanya dipengaruhi oleh faktor-faktor lain di luar model regresi. Nilai 

koefisien determinasi yang mendekati 1 menunjukkan bahwa hubungan antara konsentrasi 

akarbose dan persentase inhibisi memiliki tingkar linearitas yang baik. Berdasarkan persamaan 

regresi tersebut, diperoleh nilai IC₅₀ akarbose sebesar 76,66 ppm. Nilai IC₅₀ tersebit, 

menunjukkan bahwa akarbose memiliki aktivitas penghambatan yang kuat terhadap enzim α-

Amilase, sehingga digunakan sebagai kontrol positif dalam pengujian aktivitas penghambatan 

enzim α-Amilase pada penelitian ini. 

 

B. Pembahasan  

1). Standarisasi 

Standarisasi simplisia merupakan tahapan awal yang sangat penting untuk menjamin 

mutu bahan baku sebelum dilakukan proses ekstraksi. Kualitas simplisia akan memengurangi 

mutu ekstrak yang dihasilkan, termasuk kandungan metabolit sekunder serta aktivitas 

biologisnya. Simplisia tidak memenuhi standar mutu berpotensi mengalami perubahan 

komposisi kimia akibat aktivitas enzim, oksidasi, maupun kontaminasi mikroorganisme selama 

penyimpanan sehingga dapat menurkan kadar senyawa aktif yang terkandung di dalamnya 

(Demkes RI, 2000; WHO, 2011). Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan standarisasi 

simplisia daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) melalui pengujian rendemen simplisia, 

susut pengeringan, kadar air, dan kadar abu sebagai parameter mutu bahan baku. 

Berdasarkan Tabel 1, sebanyak 5000 gram daun segar menghasilkan 1200 gram daun 

kering, kemudian diperoleh 600 gram serbuk simplisia, sehingga rendemen simplisia yang 

dihasilkan sebesar 24%. Nilai tersebut menunjukkan bahwa selama proses pengolahan terjadi 

penurunan bobot yang cukup besar akibat berkurangnya kandungan air dalam jaringan daun 

selama proses pengeringan. Daun segar pada umumnya memilliki air tinggi sehingga sebagian 

besar berat awal akan hilang setelah proses pengeringan hingga diperoleh simplisia yang stabil. 

Selain kehilangan air, penurunan bobor juga dipengaruhi oleh proses sortasi, penghalusan, dan 

pengayakan uang menyababkan sebagian kecil bahan tidak digunakan. Rendemen simplisia 

sebesar 24% menunjukkan bahwa proses preparasi berlangsung dengan baik sehingga masih 

diperoleh bahan kering dalam jumlah yang memadai untuk proses ekstraksi selanjutnya. 
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Besarnya rendemen simplisia dipengaruhi oleh berbagai faktor, antara lain umur 

tanaman, tingkat kematangan daun, kondisi lingkungan, metode pengeringan, serta waktu 

panen. Daun yang dipanen pada kondisi fisiologis optimum umumnya memiliki kandungan 

bahan kering lebih tinggi sehingga menghasilkan rendemen yang lebih besar. Selain itu, 

pengeringan secara tidak langsung di bahwa sinar matahari membantu mempertahankan 

kandungan metabolit sekunder, terutama flavonoid, karena paparan suhu tinggi dan sinar 

ultraviolet secara langsung dapat mempercepat degredasi senyawa fenolik melalui proses tidak 

hanya mencerminkan efisiensi proses pengeringan, tetapi juga tidak hanya mencerminkan 

efisiensi preparasi yang digunakan mampu mempertahankan kualitas bahan baku sebelum 

memasuki tahap ekstraksi. 

Hasil uji susut pengeringan menunjukkan nilai rata-rata sebesar 6,93%, sehingga 

memenuhi batas yang ditetapkan. Nilai tersebut menunjukkan bahwa sebagian besar komponen 

yang mudah menguap, terutama air, telah berkurang selama proses pengeringan dan simplisia 

memiliki stabilitas yang cukup baik. Kondisi tersebut penting untuk menghambat aktivitas 

enzim endogen dan pertumbuhan mikroorganisme yang dapat menyebabkan degradasi 

metabolit sekunder selama penyimpanan (Demkes RI, 2002). Nilai susut pengeringan sebesar 

6,93% menunjukkan bahwa simplisia yang digunakan telah memenuhi persyaratan mutu dan 

layak digunakan sebagai bahan baku penelitian. 

Selain itu, metode pengeringan yang diterapkan juga mampu mempertahankan struktur 

jaringan tanaman sehingga kerusakan fisik simplisia dapat diminimalkan. Pengeringan secara 

bertahap memungkinkan air menguap secara perlahan tanpa merusak struktur sel secara 

berlebihan. Kondisi tersebut penting karena kerusakan jaringan dapat meningkatkan kontak 

antara senyawa fenolik lainnya (Harbone, 1998). Dengan hasil susut pengeringan tidak hanay 

menunjjukkan keberhasilan dalam menurunkan kadar air, tetapi juga menggambarkan bahwa 

proses pengeringan berlangsung secara optimal. 

Berdasarkan Tabel 3, hasil penetapan kadar air simplisia menunjukkan nilai rata-rata 

sebesar 8,03%, yang masih memenuhi persyaratan mutu berada di bawah batas maksimum 

10%. Nilai tersebut memperkuat hasil pengujian susut pengeringan bahwa simplisia memiliki 

kandungan air yang cukup rendah sehingga relatif stabil selama penympanan. Kadar air 

merupakan salah satu parameter yang sangat menentukan mutu simplisia karena berkaitan 

langsung dengan kestabilan fisik, kimia, dan mikrobiologi. Kandungan air yang rendah akan 

memperlambat reaksi hidrolisis maupun oksidasi yang dapat merusak metabolit sekunder 

sehingga flavonoid dan senyawa fenolik lebih mampu dipertahankan hingga tahap ekstraksi 

(WHO, 2011). Oleh karena itu, kadar air sebersar 8,03% menunjukkan bahwa simplisia telah 

memenuhi standar mutu sebagai bahan bakuk penelitian. 

Jika dikaitan dengan hasil penelitian selanjutnya, kadar air yang memenuhi standar 

diduga turut berkontribusi terhadap keberhasilan proses ekstraksi menggukan pelarut etil asetat 

sehingga diperoleh kadar flavonoid total sebesar 32,120 ± 2,245 mg QE/g ekstrak. Hasil 

tersebut dilihat pada Tabel 7 simplisia dengan kadar air yang rendah memungkinkan pelarut etil 

asetat berpentrasi sekunder berlangsung lebih optimal. Dengan demikian, mutu simplisia yang 

baik menjadi salah satu faktor yang mendukung keberhasilan ekstraksi flavonoid. 

Hasil penetapan kadar abu yang ditampilkan pada Tabel 4 menunjukkan rata-rata 2,93%. 

Nilai tersebut mengindikasikan bahwa kandungan mineral maupun cemaran anorganik dalam 

simplisia relatif rendah. Kadar abu yang rendah menunjukkan bahwa proses pencucian, sortasi, 

dan penangana pascapanen telah dilakukan dengan baik sehingga kontaminasi oleh tanah, pasir, 

debu, maupun bahan anorganik lainnya dapat diminimalkan. Parameter kadar abu digunakan 

sebagai indikator tingkat kemurnian simplisia karena semakin tinggi kadar abu maka semakin 

besar mutu simplisia maupun hasil analisis (Demkes RI, 2000). Oleh sebab itu, kadar abu 

sebesar 2,93% menunjukkan bahwa simplisia memiliki tingkat kemurnian yang baik dan layak 

digunakan sebagai bahan baku penelitian. 
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Secara keseluruhan, bedasarkan hasil yang disajikan pada Tabel 1 hingga Tabel 4, 

seluruh parameter standarisasi simplisia telah memenuhi persyaratan mutu. Rendemen 

simplisia sebesar 24%, susut pengeringan 6,93%, kadar air 8,03%, dan kadar abu 2,93% 

menunjukkan bahwa simplisia daun kembang bulan memiliki kualitas yang baik, stabil selama 

penyimpanan, serta memiliki tingkat kemurnian yang memadai. Kondisi tersebut mendukung 

keberhasilan ekstraksi karena simplisia yang memenuhi standar dapat membantu 

mempertahankan kandungan metabolit sekunder, sehingga menghasilkan ekstrak dengan 

kualitas dan aktivitas biologis yang baik. 

 

2). Ekstraksi dan Standarisasi  

Standarisasi dan Skrining Fitokimia Ekstrak Etil Asetat  

Ekstraksi merupakan salah satu tahapan penting dalam penelitian bahan alam karena 

bertujuan untuk memisahkan senyawa metabolit sekunder dari jaringan tamanan sehingga 

diperoleh ekstrak yang kaya akan senyawa bioaktif. Keberhasilan proses ekstraksi dipengaruhi 

oleh metode yang digunakan, jenis pelarut, lama ekstraksi, rasio bahan terhadap pelarut, serta 

proses Pemekatan ekstrak. Faktor-faktor tersebut akan menentukan jumlah maupun jenis 

metabolit sekunder yang berhasi diekstraksi sehingga berpengaruh terhadap aktivitas biologis 

ekstrak (Harborne, 1998; Demkes RI, 2000). 

Pada penelitian ini digunakan metode maserasi menggunakan pelarut etil asetat dengan 

perbandingan simplisia dan pelarut sebasar 1:10 (b/v), yaitu 500 gram serbuk simplisia 

diekstraksi menggunakan 5 liter etil asetat selama 3 x 24 jam, kemudian dilanjutkan dengan 

remaserasi selama 2 x 24 jam menggunakan pelarut baru. Metode maserasi dilipih karena 

berlangsung pada suhu sehingga sesuai untuk mengekstraksi senyawa yang mudah mengalami 

kerusakan akibat pemanasan, seperti flavonoid. Pengadukan secara berkala selama proses 

maserasi juga membantu meningkatkan lebih optimal. Selain itu, remaserasi dilakukan untuk 

memperoleh senyawa aktif yang kemungkinan masih tertinggal pada ampas setelah proses 

maserasi pertama (Harborne, 1998). 

Pemilihan etil asetat sebagai pelarut didasarkan pada sifatnya yang semipolar sehingga 

mampu melarutkan senyawa semipolar seperti flavonoid aglikon, fenolik, dan beberapa 

metabolit sekunder lain yang diduga berperan sebagai inhibitor enzim α-Amilase. 

Dibandingkan pelarut yang lebih polar, etil asetat cenderung menghasilkan ekstrak yang lebih 

selektif karena tidak banyak melarutkan senyawa polar seperti gula dan protein. Selektifitas 

tersebut diharapkan dapat meningkatkan proporsi senyawa bioaktif dalam ekstrak sehingga 

aktivitas biologinya menjadi lebih baik (Harborne, 1998; WHO, 2011). 

Berdasarkan Tabel 5, proses ekstraksi terhadap 500 gram serbuk simplisia menghasilkan 

76 gram ekstrak kental dengan rendemen sebesar 15,2%. Nilai tersebut menunjukkan bahwa 

sebagian komponen yang bersifat larut dalam etil asetat berhasil dipisahkan dari simplisia 

selama proses maserasi. Rendemen ekstrak tidak selalu memggambarkan kualitas ekstrak yang 

lebih baik apabilah nilainya tinggi, karena tujuan utama penelitian ini adalah memperoleh 

ekstrak yang kaya akan senyawa bioaktif, khusunya flavonoid. Oleh kerana itu, rendemen 

sebesar 15,2% menunjukkan bahwa proses ekstraksi berlangsung cukup selektif terhadap 

metabolit sekunder yang memiliki afinitas terhadap etil asetat. 

Besarnya rendemen ekstrak dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti ukuran partikel 

simplisia, jenis pelarut, rasio pelarut terhadap bahan, lama ekstraksi, serta kandungan metabolit 

sekunder tanaman. Simplisia yang digunakan telah dihaluskan menjadi serbuk sehingga luas 

permukaan kontak dengan pelarut meningkat dan mempercepat proses difusi senyawa aktif. 

Selain itu, rasio pelarut 1;10 memberikan jumlah pelarut yang cukup untuk mempertahankan 

gradien konsentrasi sehingga proses perpindahan massa cukup mempertahankan gradien 

konsentrasi sehingga proses perpindahan massa berlangsung lebih optimal (Demkes RI, 2000). 
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Tahap Pemekatan ekstrak dilakukan menggukan rotary evaporator pada suhu sekitar 

650C yang dilanjutkan dengan water bath pada suhu 600C. penggunaan rotary evaporator 

memungkinkan pelarut diuapkan pada tekanan rendah sehingga proses penguapan berlangsung 

lebih cepat tanpa menggunakan suhu tinggi. Kondisi tersebut membantu mempertahankan 

kestabilan flavonoid yang relatif sensitif terhadap panas dan oksidasi (Harborne, 1998). 

Karakteristik organoleptik ekstrak yang ditampilkan pada Tabel 6 menunjukkan bahwa 

ekstrak berbentuk kental, berwarna hijau kehitaman, dan memiliki bau khas daun kembang 

bulan. Jika disajikan dalam dokumentasi penelitian, bentuk ekstrak juga dapat dilihat pada pada 

Gambar 1 warna jihau kehitaman didugan berasal dari klorofil yang masih ikut terekstraksi 

karena memiliki afinitas terhadap pelarut semipolar. Karakteristik tersebut meunjukkan bahwa 

proses ekstraksi berlangsung dengan baik tanpa menimbulkan perubahan fisik yang 

mengindikasikan kerusakan ekstrak. 

Hasil standarisasi ekstrak pada Tabel 6 menunjukkan nilai susut pengeringan telah 

memenuhi persyaratan mutu ekstrak. Nilai tersebut mengidikasikan bahwa sebagian besar 

pelarut etil asetat telah berhasil dihilangkan selama proses Pemekatan sehingga residu pelarut 

dalam ekstrak relatif rendah. Rendahnya kandungan pelarut sisa penting untuk menjaga 

kestabilan ekstrak selama penyimpanan serta mencegah terjadinya degradasi metabolit 

sekunder yang dapat memengaruhi hasil analisis berikutnya (Demkes RI, 2000). 

Berdasarkan hasil skrining fitokimia pada Tabel 7, ekstrak etil asetat daun kembang 

bulan mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, dan fenolik, sedangkan golongan terpenoid 

tidak terdeteksi. Keberadaan flavonoid dan fenolik menunjukkan bahwa etil asetat mampu 

mengekstraksi senyawa yang berpotensi memberikan aktivitas antidiabetes melalui mekanisme 

penghambatan enzim α-Amilase. Flavonoid diketahui dapat berinteraksi dengan residu asam 

amino pada sisi aktif maupun sisi alosterik enzim sehingga menghambat pembentukan 

kompleks enzim-substrat, sedangkan senyawa fenolik juga berkontribusi melalui pembentukan 

ikatan hidrogen dengan protein enzim (Harbone, 1998). 

Tidak terdeteksinya golongan terpenoid menunjukkan bahwa pada kondisi ekstraksi 

yang digunakan, etil asetat lebih selektif dalam mengekstraksi metabolit semipolar 

dibandingkan senyawa bersifat lebih nonpolar. Selektivitas tersebut diduga berkontribusi 

terhadap tingginya kandungan flavonoid dalam ekstrak yang selanjutnya memberikan aktivitas 

penghambatan α-Amilase yang baik. 

Secara keseluruhan, hasil ekstraksi dan standarisasi menunjukkan bahwa metode 

maserasi menggunakan etil asetat berhasil menghasilkan ekstrak mutu yang baik. Berdasarkan 

Tabel 5 hingga Tabel 7, ekstrak memiliki rendemen 15,2%, karakteristik organoleptik yang 

sesuai, susut pengeringan yang memenuhi persyaratan, serta mengandung flavonoid dan fenolik 

sebagai metabolit sekunder utama. Kualitas ekstrak tersebut menjadi dasar keberhasilan pada 

tahapan berikutnya, yaitu penetapan kadar flavonoid total disajikan pada Tabel 8 sebesar 32,120 

± 2,245 mg QE/g ekstrak, serta pengujian aktivitas penghambatan enzim α-Amilase yang 

menghasilkan nilai IC₅₀ sebesar 76,59 ppm, sehingga ekstrak etil asetat daun kembang bulan 

termasuk memiliki aktivitas penghambatan yang kuat. 

 

3) Penetapan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etil Asetat Daun Kembang Bulan  

Penentuan kadar flavonoid total penting dilakukan untuk mengetahui kandungan 

flavonoid yang diduga berkontribusi terhadap aktivitas penghambatan enzim α-Amilase. 

Analisis dilakukan dengan metode kolorimetri AlCl₃ menggunakan kuersetin sebagai standar, 

berdasarkan pembentukan kompleks berwarna antara ion aluminium dan gugus fungsional 

flavonoid yang dapat diukur secara kuantitatif menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Chang 

et al., 2002; Harbone, 1998). 
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(a). Panjang Gelombang Maksimum Dan Operating Time (OT) 

Hasil penentuan panjang gelombang maksimum menunjukkan bahwa kompleks 

kuersetin-AlCl3 memiliki serapan maksimum pada 425 nm, sedangkan Operating Time 

optimum diperoleh pada menit ke-15. Hasil tersebut disajikan pada Gambar 2 untuk panjang 

gelombang maksimum dan Gambar 3 untuk Operating Time. Penentuan kedua parameter 

tersebut sangat penting karena akan memengaruhi ketepatan dan sensitivitas pengukuran kadar 

flavonoid. Pengukuran pada panjang gelombang maksimum memberikan absorbansi yang 

paling tinggi sehingga perubahan konsentrasi flavonoid dapat terdeteksi secaara lebih akurat 

(Rohman, 2019). 

Operating Time selama 15 menit menunjukkan bahwa pada waktu tersebut proses 

pembentukan kompleks antara flavonoid dengan ion aluminium telah mencapai kondisi yang 

stabil. Pengukuran yang dilakukan sebelum waktu optimum berpotensi menghasilkan 

absorbansi yang lebih rendah karena reaksi kompleksasi belum berlangsung sempurna, 

sedangkan pengukuran yang terlalu lama dapat menyebabkan penurunan kestabilan kompleks 

akibat oksidasi atau perubahan struktur kimia. Oleh karena itu, seluruh larutan standar maupun 

sampel diukur pada Operating Time yang sama agar hasil analisis memiliki tingkat presisi yang 

baik (Chang et al., 2002). 

Keberhasilan penentuan panjang gelombang maksimum dan Operating Time 

menunjukkan bahwa metode analisis telah dioptimasi sebelum digunakan untuk mengukur 

sampel. Dengan demikian, kadar flavonoid yang diperoleh diharapkan benar-benar 

mencerminkan kandungan flavonoid dalam ekstrak dan bukan dipengaruhi oleh variasi proses 

analisis. 

 

(b). Kurva Baku Kuersetin  

Kurva baku kuersetin yang ditampilkan pada Gambar 4 menghasilkan persamaan 

regresi y = 0,0036x +0,2837 dengan nilai koefisien determinasi (R2) sebesar 0,9951. Nilai 

tersebut menunjukkan hubungan linear yang sangat kuat antara konsentrasi kuersetin dengan 

nilai absorbansi. Artinya, sekitar 99,51% variasi absorbansi dapat dijelaskan oleh perubahan 

konsentrasi kuersetin, sedangkan sisanya dipengaruhi oleh faktor lain seperti variasi alat 

maupun kesalahan eksperimental. Nilai R2 yang mendekati 1 menunjukkan bahwa persamaan 

regresi memiliki tingkat linearitas yang sangat baik sehingga layak digunakan dalam 

menghitung kadar flavonoid total sampel (ICH, 2005). 

Linearitas merupakan salah satu parameter penting dalam validasi metode analisis 

karena menunjukkan kemampuan metode menghasilkan respon yang sebanding dengan 

konsentrasi analit. Oleh sebab itu, nilai R2 sebesar 0,9951 memberikan tingkat kepercayaan 

yang tinggi terhadap hasil penetapan kadar flavonoid total pada penelitian ini (Rohman, 2019). 

 

(c). Hasil Kadar Flavonoid Total 

Hasil penetapan kadar flavonoid total menunjukkan nilai sebesar 31,750; 34,528; dan 

30,083 mg QE/g pada replikasi pertama, kedua, dan ketiga, dengan rata-rata 32,120 ± 2,245 mg 

QE/g ekstrak. Perbedaan antarhasil replikasi relatif kecil, sehingga menunjukkan bahwa 

pengukuran memiliki tingkat presisi yang baik. Variasi antar replikasi merupakan hal yang 

umum dalam analisis kuantitatif dan dapat dipengaruhi oleh homogenitas larutan, ketelitian 

pemipetan, maupun variasi pembacaan absorbansi oleh instrumen. Namun demikian, 

simpangan baku yang diperoleh masih menunjukkan bahwa hasil pengukuran cukup konsisten 

sehingga nilai rata-rata dapat mewakili kandungan flavonoid dalam ekstrak (ICH, 2005). 

Kadar flavonoid total sebesar 32,120 mg QE/g ekstrak menunjukkan bahwa pelarut etil 

asetat mampu mengekstraksi flavonoid dalam jumlah yang cukup tinggi. Hasil tersebut 

berkaitan dengan sifat etil asetat sebagai pelatut semipolar yang memiliki afinitas terhadap 

flavonoid aglikon dan senyawa fenolik. Selama proses maserasi, pelarut berdifusi ke dalam 
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jaringan simplisia, melarutkan metabolit sekunder, kemudian membawa senyawa tersebut 

keluar hingga tercapai keseimbangan konsentrasi. Proses remaserasi yang dilakukan setelah 

maserasi pertama juga meningkatkan efisiensi ekstraksi karena senyawa aktif yang masih 

tertinggal pada ampas dapat terekstraksi kembali (Harbone, 1998). 

Selain dipengaruhi oleh jenis pelarut, kadar flavonoid juga dipengaruhi oleh mutu 

simplisia yang digunakan. Berdasarkan Tabel 1 hingga Tabel 4, simplisia memiliki rendemen 

sebesar 24% susut pengeringan 6,93%, kadar air 8,08%, dan kadar abu 2,93%, yang 

menunjukkan bahwa bahan baku telah memenuhi persyaratan mutu. Kandungan air yang 

rendah berperan dalam menjaga kestabilan flavonoid karena dapat menghambat aktivitas enzim 

hidrolitik serta pertumbuhan mikroorganisme yang berpotensi menyebabkan degradasi 

metabolit sekunder (WHO, 2011). Dengan demikian, keberhasilan memperoleh kadar flavonoid 

sebesar 32,120 mg QE/g ekstrak tidak hanya dipengaruhi oleh proses proses ekstraksi, tetapi 

juga oleh kualitas simplisia yang digunakan. 

Apabila dibandingkan dengan penelitian terdahulu, kadaar flavonoid total daun 

kembang bulan dapat menunjukkan variasi meskipun menggunakan spesies tanaman yang 

sama. Perbedaan tersebut dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti lokasi tumbuh, kondisi 

tanah, intensitas cahaya, umur tanaman, musim panen, metode pengeringan, jenis pelarut, serta 

metode analisis yang digunakan. Biosintesis flavonoid diketahui sangat dipengaruhi oleh 

kondisi lingkungan sehingga tanaman yang mengalami cekaman, seperti paparan cahaya 

matahari tinggi atau kekeringan, umunya menghasilkan flavonoid dalam jumlah lebih besar 

sebagai mekanisme perlindungan terhadap stres oksidatif (Taiz et al., 2015). 

Keberadaan flavonoid dalan jumlah yang cukup tinggi memiliki hubungan dengan 

aktivitas biologis ekstrak. Flavonoid mampu berinteraksi dengan residu asam amino pada 

enzim α-Amilase melalui ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, maupun interaksi π-π sehingga 

menghambat proses hidrolisis pati menjadi gula sederhana. Oleh karena itu, kadar flavonoid 

total sebesar 32,120 ± 2,245 mg QE/g ekstrak yang diperoleh pada penelitian ini diduga 

berkontribusi terhadap aktivitas penghambatan enzim α-Amilase yang ditunjukkan oleh nilai 

IC₅₀ sebesar 76,59 ppm, sebagaimana disajikan pada Gambar 5. meskipun demikian, aktivitas 

tersebut kemunkinan juga dipengaruhi oleh senyawa metabolit sekunder lain seperti fenolik, 

alkaloid, dan saponin yang terdeteksi pada skrining fitokimia (Tabel 7), sehingga mekanisme 

penghambatan yang terjadi diduga merupakan hasil sinergisme antar senyawa aktif. 

 

4) Aktivitas Penghambatan Enzim α-Amilase 

Pengujian aktivitas penghambatan enzim α-Amilase dilakukan untuk mengevaluasi 

potensi ekstrak etil asetat daun kembang bulan sebagai kandidat antidiabetes secara in Vitro. 

Enzim α-Amilase berperan dalam memecah pati menjadi oligosakarida dan maltosa yang 

selanjutnya menghasilkan glukosa. Penghambatan enzim ini dapat memperlambat pencernaan 

karbohidrat dan membantu mengurangi peningkatan kadar glukosa darah setelah makan, 

sehingga berpotensi dalam pengendalian diabetes melitus tipe 2 (American Diabetes 

Assiciation, 2024; Kumar et al., 2011). 

 

(a). Pengaruh Konsentrasi Ekstrak terhadap Persentase Inhibisi 

Hasil pengujian menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak etil asetat daun 

kembang bulan diikuti dengan meningkatnya persentase penghambatan enzim α-Amilase. Pola 

tersebut menunjukkan adanya hubungan ekstrak yang digunakan, semakin besar pula 

kemampuan ekstrak dalam menghambat aktivitas enzim. 

Peningkatan aktivitas penghambatan tersebut menunjukkan bahwa semakin banyak 

senyawa metabolit sekunder yang tersedia untujk berinteraksi dengan enzim α-Amilase. 

Interaksi tersebut dapat terjadi pada sisi aktif maupun sisi alosterik enzim sehingga mengurangi 

kemampuan enzim dalam menghidrolisis pati menjadi gula pereduksi. Demikian, peningkatan 



Borneo Nursing Journal (BNJ)    

Volume 8, Nomor 2, Tahun 2026, Halaman 7024-7045  P-ISSN: 2685-5054  

https://bnj.akys.ac.id/BNJ  E-ISSN: 2654-8453 

 

7040 

persentase inhibisi pada setiap kenaikan konsentrasi menunjukkan bahwa aktivitas ekstrak 

bersifat concentration-dependent, yaitu semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin besar 

efek penghambatan yang dihasilkan (Kumar et al., 2011). 

Selain itu, pola peningkatan inhibisi yang relatif konsisten juga menunjukkan bahwa 

proses ekstraksi dan standarisasi ekstrak mampu mempertahankan stabilitas metabolit sekunder 

yang berperan sebagai inhibitor α-Amilase. Apabila terjadi degradasi senyawa aktit selama 

proses ekstrasi maupun Pemekatan, peningkatan konsentrasi belum tentu menghasilkan 

peningkatan aktivitas yang teratur. Oleh karena itu, hasil ini secara tidak langsung mendukung 

kualitas ekstrak yang telah diperoleh pada tahap standarisasi. 

 

(b). Analisis Regresi dan Nilai IC₅₀ 

Hubungan antara konsentrasi ekstrak dan persentase inhibisi dianalisis menggunakan 

regresi linear yang hasilnya ditampilkan pada Gambar 5. Analisis tersebut menghasilkan 

persamaan regresi y = 0,299x + 27,123 dengan nilai koefisien sekitar 90,25% variasi aktivitas 

penghambatan enzim dapat dijelaskan oleh perubahan konsentrasi ekstrak, sedangkan sisanya 

dipengaruhi oleh faktor lain, seperti variasi biologis enzim, ketelitian analisis, maupun 

keberadaan metabolit sekunder lain yang turut berkontribusi terhadap aktivitas penghambatan. 

Berdasarkan persamaan regresi tersebut diperoleh nilai IC₅₀ sebesar 76,59 ppm. Hasil 

perhitungan nilai IC₅₀. Nilai IC₅₀ merupakan parameter yang umum digunakan untuk 

menggambarkan potensi suatu inhibitor, yaitu konsentrasi yang diperlukan untuk menghambat 

50% aktivitas enzim. Semakin kecil nilai IC₅₀ maka semakin kuat kemampuan suatu senyawa 

atau ekstrak dalam menghambat aktivitas enzim karena konsentrasi yang dibutuhkan relatif 

lebih rendah (Molynuex, 2004).  

Nilai IC₅₀ sebesar 76,59 ppm menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat daun kembang 

bulan memiliki aktivitas penghambatan terhadap enzim α-Amilase. Aktivitas tersebut 

menunjukkan adanya senyawa metabolit sekunder dalam ekstrak yang berpotensi berinteraksi 

dan menghambat aktivitas enzim α-Amilase, terutama flavonoid dan senyawa fenolik yang telah 

teridentifikasi pada hasil skrining fitokimia Tabel 7 serta memiliki kadar flavonoid total sebesar 

32,1120 ±2,245 mg QE/g ekstrak. 

 

(c). Perbandingan dengan Akarbose 

Sebagai pembanding, penelitian ini menggunakan akarbose sebagai kontrol positif 

karena merupakan obat antidiabetes yang telah terbukti bekerja melalui mekanisme 

penghambatan enzim α-Amilase. Hasil pengujian aktivitas akarbose. Akarbose menujukkan 

aktivitas penghambatan yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak etil asetat daun kembang bulan. 

Hasil tersebut sesuai dengan karakteristik akarbose sebagai senyawa murni yang memiliki 

afinitas tinggi terhadap sisi aktif enzim α-Amilase sehingga mampu menghasilkan efek inhibisi 

yang lebih besar dibandingkan ekstrak kasar yang masih mengandung berbagai metabolit 

sekunder. 

Meskipun demikian, kemampuan ekstrak menghasilkan nilai IC₅₀ sebesar 76,59 ppm 

menunjukkan bahwa ekstrak memiliki potensi sebagai sumber inhibitor α-Amilase alami. 

Penggunaan bahan alam sebagai kandidat antidiabetes menjadi menarik karena berpotensi 

memberikan efek samping yang lebih rendah dibandingkan obat sintesis, meskipun masih 

diperlukan penelitian lebih lanjut untuk membuktikan keamanan dan efektivitasnya melalui 

pengujian in vivo maupun uji klinis (American Diabetes Association, 2024). 

Aktivitas ekstrak yang lebih rendah dibandingkan akarbose juga menunjukkan bahwa 

tidak seluruh senyawa dalam ekstrak berperan sebagai inhibitor. Sebagian metabolit sekunder 

kemungkin tidak memiliki aktivitas atau bahkan dapat memengaruhi efektivitas senyawa aktif 

melalui interaksi antasenyawa. Oleh karena itu, proses fraksinasi maupun isolasi senyawa aktif 

berpotensi meningkatkan aktivitas penghambatan dibandingkan ekstrak kasar. 
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(d). Faktor yang Memengaruhi Aktivitas Penghambatan  

Aktivitas penghambatan enzim α-Amilase pada penelitian ini dipengaruhi oleh berbagai 

faktor, tidak hanya kadar flavonoid tetapi juga jenis flavonoid, struktur kimia, jumlah gugus 

hidroksil, serta keberadaan metabolit sekunder lain seperti fenolik, alkaloid, dan saponin yang 

telah teridentifasi pada Tabel 7. Senyawa-senyawa tersebut diduga bekerja secara senergis 

dalam menghambat aktivitas enzim sehingga menghasilkan efek penghambatan yang cukup 

tinggi.  

Selain faktor kandungan senyawa aktif, aktivitas penghambatan juga dipengaruhi oleh 

metode ekstraksi, jenis pelarut, wakru maserasi, suhu Pemekatan, serta kondisi penyimpanan 

ekstrak. Perbedaan nilai IC₅₀ apabila dibandingkan dengan penelitian lain juga dapat 

dipengaruhi oleh asal tanaman, umur daun, kondisi lingkungan, waktu panen, maupun metode 

analisis yang digunakan. Oleh karena itu, perbandingan seluruh kondisi penelitian yang 

memengaruhi kandungan metabolit sekunder (Harborne, 1998). 

Secara keseluruhan, berdasarkan hasil yang disajikan pada Gambar 5, ekstrak etil asetat 

daun kembang bulan menunjukkan kemampuan menghambat aktivitas enzim α-Amilase secara 

bergantung pada konsentrasi (concentration-dependent) dengan nilai IC₅₀ sebesar 76,59 ppm 

yang termasuk potensi sebagai kandidat antidiabetes berbasis bahan alam. Namum demikian, 

karena penelitian ini masih menggunakan ekstrak kasar dan dilakukan secara in Vitro, 

diperlukan penelitian lanjutkan berupa fraksinasi, identifikasi senyawa aktif, uji in vivo, serta 

uji toksisitas untuk memastikan keamanan dan efektivitasnya sebelum dikembangkan menjadi 

sediaan fitofarmaka. 

 

4. KESIMPULAN  

Berdasarkan hasil penelitian ini yang telah dilakukan mengenai potensi flavonoid dalam 

ekstrak etil asetat daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) sebagai inhibitor α-Amilase 

secara in Vitro, dapat ditarik beberapa kesimpulan sebagai berikut: 

a. Ekstrak etil asetat daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) mengandung berbagai 

metabolit sekunder, yaitu flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, dan terpenoid, berdasarkan 

hasil skrining fitokimia; 

b. Ekstrak etil asetat daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) memiliki kadar flavonoid 

total sebesar 32,120 ± 2,245 mg QE/g ekstrak, yang ditetapkan menggunakan metode 

kolorimetri aluminium klorida (AlCl₃) dengan kuersetin sebagai standar; 

c. Ekstrak etil asetat daun kembang bulan (Tithonia Diversifolia) memiliki aktivitas 

penghambatan terhadap enzim α-Amilase dengan nilai IC₅₀ sebesar 76,59 ppm. Hasil 

tersebut menunjukkan bahwa ekstrak memiliki potensi sebagai bahan alam untuk 

mendukung pengembangan kandidat antidiabetes melalui mekanisme penghambatan enzim 

α-Amilase.  
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