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MOTTO 

 

“ Dan  hanya kepada Allah hendaknya kamu berharap”*) 

“Bersabarlah kamu dan kuatkanlah kesabaranmu dan tetaplah bersiap siaga dan 

bertaqwalah kepada Allah supaya kamu menang”**)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

                                                           
*)  Q.S Al-Insyirah : 8 
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 Diabetes Melitus merupakan penyakit mematikan peringkat ketiga di dunia 

setelah kanker dan kardiovaskular. Indonesia meruapakan salah satu negara dari 

sepuluh negara teratas dengan jumlah penderita diabetes yang terdiagnosis pada 

rentang usia 20-79 tahun. Pankreatitis akut telah dikonfirmasi dapat meningkatkan 

aktivitas α-amilase khususnya pada penderita diabetes. Aktivitas α-amilase yang 

tidak terkontrol menyebabkan  kadar gula darah menjadi tinggi atau disebut dengan 

hiperglikemia. Inhibitor α-amilase saat ini telah dikembangkan sebagai salah satu 

pendekatan ini yang dilakukan untuk mengontrol diabetes  secara terapeutik dengan 

mengurangi adsorbsi glukosa dalam peredaran darah. Inhibitor sintetik yang banyak 

digunakan adalah akarbosa, namun inhibitor ini dapat menimbulkan berbagai efek 

samping gastrointestinal.  

Produk alami dari tumbuhan, baik sebagai ekstrak tanaman ataupun 

senyawa murni memiliki peluang besar untuk penemuan obat baru, karena 

ketersediaan senyawa kimia di alam yang sangat beragam. Daun J.gossypiifolia L. 

merupakan salah satu bahan alami yang dapat digunakan sebagai obat tradisional 

menurut folklore masyarakat tengger, sehingga berpotensi sebagai antidiabetik. 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas inhibisi ekstrak kasar  metanol, 

ekstrak fraksi heksana, ekstrak fraksi diklorometana, dan ekstrak fraksi etil asetat 

sebagai inhibitor terhadap α-amilase. Inhibitor dari daun J.gossypiifolia L. yang 

memiliki aktivitas inhibisi tertinggi dianalisis lebih lanjut secara kinetika untuk 

mengetahui jenis inhibisi terhadap α-amilase. 

Daun J.gossypiifolia L. berupa 50 gram simplisia di ekstraksi menggunakan 

metode maserasi selama 12 jam menggunakan pelarut metanol. Ekstrak kasar 

metanol yang diperoleh sebanyak 1,93 gram dengan rendemen 4,24%. Ekstrak 

kasar metanol kemudian di fraksinasi dengan metode ekstraksi cair-cair 
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menggunakan heksana, diklorometana, dan etil asetat. Rendemen ekstrak fraksi 

tertinggi diperoleh pada ekstrak fraksi heksana, diikuti dengan ekstrak fraksi etil 

asetat dan ekstrak fraksi diklorometana dengan rendemen masing-masing sebesar 

31,84% , 20,14% dan 14,57%.  

Ekstrak daun J.gossypiifolia L. dari masing-masing pelarut dilakukan uji 

inhibisi  α-amilase secara in-vitro dengan inhibitor standar akarbosa digunakan 

sebagai pembanding. Analisis uji inhibisi α-amilase dilakukan berdasarkan 

penurunan konsentrasi produk gula pereduksi maltosa hasil hidrolisis substrat 

amilum oleh enzim yang dinyatakan dalam persen inhibisi. Persen inhibisi terbesar 

terhadap α-amilase dimiliki oleh ekstrak fraksi etil asetat sebesar 49,53±0,27%, 

namun masih lebih kecil dari inhibitor standar akarbosa yaitu sebesar 96,12±0,90%. 

Persen inhibisi ekstrak kasar metanol, ekstrak fraksi heksana, dan ekstrak 

diklorometana terhadap α-amilase masing-masing sebesar 19,38±2,25% , 

19,38±2,25% , 36,69±1,57%.  

Ekstrak fraksi daun J.gossypiifolia L. yang memiliki kemampuan inhibisi 

tertinggi terhadap α-amilase dilakukan analisis secara kinetika untuk mengetahui 

tipe inhibisinya. Kinetika enzim merupakan pendekatan untuk mempelajari 

mekanisme reaksi katalisis oleh enzim dengan menentukan laju reaksi secara 

kuantitatif menggunakan persamaan Michaelis-Menten. Parameter kinetika yang 

digunakan yaitu KM dan Vmax. Konsentrasi substrat yang digunakan 0,0625%; 

0,125%; 0,25%; 0,5%; dan 1% (w/v), dengan variasi waktu inkubasi 0, 3, 6, 9, 12, 

18 menit. Nilai absorbansi yang diperoleh dikonsversi menjadi konsentrasi produk 

maltosa menggunakan kurva standar maltosa. Konsentrasi produk yang diperoleh 

dengan variasi konsentrasi waktu diplotkan untuk mendapatkan gradien dari 

persamaan linernya yang merupakan nilai kecepatan awal (V0). Plot Lineweaver-

Burk yang diperoleh dari pengeplotan antara 1/V0 terhadap 1/[S] dapat digunakan 

untuk mengetahui tipe inhibisi enzim dari nilai Konstanta Michaelis-Menten (KM) 

dan kecepatan maksimum (Vmax). Nilai KM dari kontrol (Tanpa Inhibtior) dan 

sampel (Dengan Inhibitor) pada penelitian ini diperoleh masing-masing sebesar 

49,79±1,81 dan 49,79±1,77 , sedangkan untuk Vmax diperoleh masing-masing 

sebesar 2,47±0,12 untuk kontrol (Tanpa Inhibitor) dan 3,07±0,21 untuk sampel 
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(Dengan Inhibitor). Nilai tersebut mengindikasikan bahwa tipe penghambatan 

ekstrak fraksi etil asetat daun J.gossypiifolia L adalah kompetitif reversibel. Tipe 

penghambatan kompetitif memberikan perubahan nilai pada konstanta Michaelis-

Menten (KM), tetapi tidak memberikan perubahan secara siginifikan terhadap nilai 

kecepatan maksimum reaksi (Vmax). 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Diabetes Melitus merupakan penyakit mematikan yang menempati peringkat 

ketiga di dunia setelah kanker dan kardiovaskular (Guo dkk., 2010). Menurut 

International Diabetes Federation (IDF) (2017) jumlah penderita diabetes di Asia 

Tenggara sebanyak 159 juta pada tahun 2017 dan diperkirakan akan meningkat 

sebesar 15% pada tahun 2045. Indonesia meruapakan salah satu negara dari sepuluh 

negara teratas dengan jumlah penderita diabetes yang terdiagnosis pada rentang 

usia 20-79 tahun. Penderita diabetes di Indonesia menempati posisi ke-enam dunia 

setelah Cina, India, Brazil, USA, dan Meksiko (IDF, 2017). Diabetes Melitus (DM) 

tipe 2 merupakan penyakit yang terjadi akibat meningkatnya kadar glukosa dalam 

darah akibat pankreas tidak dapat menghasilkan hormon insulin secara efektif. 

Insulin berperan dalam mengangkut glukosa dalam darah menuju sel-sel tubuh 

untuk diubah menjadi energi (IDF ,2017). Pankreatitis akut telah dikonfirmasi dapat 

meningkatkan aktivitas amilase khususnya pada penderita diabetes. Aktivitas α-

amilase yang tidak terkontrol menyebabkan  kadar gula darah menjadi tinggi atau 

disebut dengan hiperglikemia (Abou-Seif dan Youssef, 2004).   

Senyawa metabolit sekunder saat ini telah banyak dikembangkan sebagai 

agen antidiabetes. Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa turunan yang 

disintesis dari metabolisme primer. Senyawa metabolit sekunder tertentu dari 

tanaman telah dilaporkan dapat digunakan sebagai sumber agen antidiabetes (Patil 

dkk., 2011). Senyawa metabolit sekunder dalam tanaman secara umum memiliki 

kelimpahan yang rendah dalam tanaman dan seringkali kurang dari 1% dari total 

karbon dalam tanaman. Senyawa ini berkonrtibusi besar sebagai pertahanan 

tanaman saat berinteraksi dengan ekosistem. Senyawa metabolit sekunder tanaman 

diklasifikasikan berdasarkan jalur biosintesisnya terbagi menjadi fenilpropanoid, 

strtoid dan terpenoid, alkaloid, dan poliketida (Dewick, 2002). Senyawa metabolit 

sekunder tertentu dilaporkan dapat menghambat diabetes (Shafiee dkk., 2018). 
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Beberapa senyawa metabolit sekunder tersebut dilaporkan bekerja dengan cara 

menginhibisi kinerja dari α-amilase (Lo Piparo dkk., 2008). 

Inhibisi α-amilase oleh senyawa metabolit sekunder terjadi dengan cara 

pemberian efek penghambatan sehingga terjadi penundaan hidrolisis karbohidrat. 

α-amilase memiliki peran dalam menghidolisis karbohidrat. α-amilase adalah 

enzim yang mengkatalis pemecahan amilum mejadi dextrin. Penghambatan enzim 

ini dapat memperlambat penyaluran glukosa ke dalam darah sehingga dapat 

mengurangi kadar glukosa dalam darah (Kwon dkk., 2006). Inhibitor α-amilase saat 

ini telah banyak dikembangkan sebagai salah satu agen antidiabetik. Pendekatan ini 

dilakukan sebagai strategi kontrol diabetes  secara terapeutik untuk mengurangi 

adsorbsi glukosa dalam peredaran darah. Inhibitor sintetik yang banyak digunakan 

adalah akarbosa, namun inhibitor ini dapat menimbulkan berbagai efek samping 

(Rosak dan Mertes, 2012), sehingga saat ini banyak terobosan yang dilakukan untuk 

menemukan inhibitor alami sebagai alternatif untuk terapi diabetes tipe 2.. Uji 

inhibisi dari α-amilase dilakukan secara kinetika untuk mengetahui tipe dari 

inhibisinya.  

Ekstraksi senyawa metabolit sekunder dari tanaman merupakan langkah 

pertama pemanfaatan fitokimia untuk mendapatkan senyawa target. Ekstraksi 

merupakan pemisahan senyawa target dari sumbernya, termasuk senyawa metabolit 

sekunder atau biokatif dari tumbuhan dengan menggunakan pelarut selektif. 

Ekstraksi pelarut merupakan prosedur paling umum untuk preparasi ekstrak dari 

bahan tanaman karena kemudahan penggunaan, efisiensi dan penerapan yang luas. 

Ekstraksi pelarut dengan berbagai polaritas , waktu ekstraksi, suhu,  perbandingan 

sampel dan pelarut dan sifat fisik dan sifat kimia sampel. Pelarut seperti metanol, 

etanol, etil asetat, heksana atau kombinasinya telah digunakan untuk ekstraksi 

metabolit sekunder dari bahan tanaman (Dai dan Mumper, 2010). Maserasi 

meruapakan bagian dari ekstraksi pelarut yang dilakukan dengan cara melakukan 

perendaman simplisia menggunakan wadah tertutup pada suhu ruang yang disertai 

dengan penggojogan untuk meningkatkan difusi pelarut pada simplisia (Azmir 

dkk., 2013). 
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Tanaman Jarak Merah (Jatropha gossypifolia .L) merupakan tanaman 

keluarga Euphorbiaceae yang digunakan sebagai tanaman obat multiguna dan 

digunakan dalam pongobatan tradisional untuk berbagai pengobatan penyakit dan 

terdistribusi luas pada negara tropis, termasuk salah satunya di Indonesia yang 

terletak di Taman Nasioanl Bromo Tengger Semeru Provinsi Jawa Timur. Tanaman 

ini telah dilaporkan memiliki aktivitas sebagai antibakteri (Kumar dkk., 2006), 

antioksidan (Okoh dkk., 2016), antikanker (Falodun dkk., 2012), serta rebusan dari 

daun tanaman ini menurut folklore telah diketahui memberikan efek 

antihiperglikemia (Olabanji dkk., 2014). Kandungan fitokimia tanaman ini meliputi 

alkaloid, kumarin, lignoid, flavonoid, fenol, saponin, steroid, tanin, dan terpenoid 

(Félix-silva dkk., 2014). Berdasarkan kandungan senyawa metobolit sekunder dari 

tanaman Jarak Merah, tanaman tersebut merupakan tanaman yang berpotensi untuk 

dilakukan penelitian sebagai agen terapeutik obat tradisional dengan fungsi 

antidiabetes untuk terapi diabetes tipe 2. Pengujian secara in-vitro dilakukan dengan 

melakukan perbandingan pada ekstrak kasar dan semua ekstrak fraksi pelarut yang 

berpotensi sebagai antidiabetik, dan juga sebagai inhibitor enzim yang dianalisis 

secara kinetika enzimatis untuk menentukan tipe inhibisi enzim. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang diatas, maka yang menjadi rumusan masalah 

percobaan ini adalah sebagai berikut : 

1. Bagaimana pengaruh ekstrak kasar metanol dan ekstrak fraksi pelarut 

(heksana, diklorometana, dan etil asetat) daun Jarak Merah (Jatropha 

gossypifolia .L) sebagai inhibitor terhadap inhibisi α-amilase? 

2. Bagaimana kinetika inhibisi α-amilase dari ekstrak fraksi teraktif sebagai 

inhibitor α-amilase? 

 

1.3 Batasan Masalah  

 Batasan masalah pada penelitian ini yaitu sebagai berikut : 

1. Sampel yang digunakan adalah daun dari Jarak Merah (Jatropha gossypifolia .L) 

dari lingkungan Taman Nasional  Bromo Tengger Semeru. 
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2. Analisis kinetika inhibisi enzim hanya dilakukan pada ekstrak fraksi yang 

memiliki aktivitas inhibisi paling tinggi. 

 

1.4 Tujuan 

 Tujuan dalam penelitian ini antara lain : 

1. Mengetahui pengaruh ekstrak kasar metanol dan ekstrak fraksi pelarut  

(heksana, diklorometana, dan etil asetat) daun Jarak Merah (Jatropha 

gossypiifolia .L) sebagai inhibitor alami. 

2. Mengetahui kinetika inhibisi α-amilase dari fraksi teraktif  untuk menentukan 

tipe inhibisi enzim. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

 Penelitian ini diharapkan mampu untuk memberikan manfaat : 

1. Memberikan informasi kepada peniliti dan masyarakat mengenai potensi Jarak 

Merah (Jatropha gossypiifolia .L) sebagai sebagai inhibitor α-amilase ditinjau 

dari kemampuan dalam menginhibisi α-amilase. 

2. Memberikan informasi kepada peneliti dan masyarakat kinetika dan 

mekanisme inhibisi α-amilase oleh ekstrak yang paling berpotensi sebagai 

inhibitor alami. 
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BAB 2. TINJUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Taman Nasional Bromo Tengger Semeru  

 Taman Nasional Bromo Tengger Semeru merupakan taman nasional yang 

terletak di Jawa Timur tepatnya di wilayah administratif Kabupaten Pasuruan, 

Probolinggo, Malang, dan Kabupaten Lumajang dengan luas wilayah sekitar 

50.276,3 Ha . Taman Nasional Bromo Tengger Semeru ditetapkan sebagai taman 

nasional berdasarkan Surat Pernyataan Menteri Pertanian Nomor 

736/Mentan/X/1982 sejak oktober 1982. Kawasan tersebut ditetapkan sebagai 

taman nasional karena memiliki potensi kekayaan alam yang besar dan unik dengan 

keanekaragaman vegetasi khas dataran tinggi basah. Letak Taman Nasional Bromo 

Tengger Semeru secara geografis terletak pada 7º54'-8º13' LS dan 112º51'-113º04' 

BT yang terbagi menjadi 5 zonasi yaitu zona inti, zona rimba, zona pemanfaatan 

intensif, zona pemanfaatan tradisonal dan zona rehabilitasi (Hidayat dan Risna, 

2007). 

 Taman Nasional Bromo Tengger Semeru berdasarkan letak geografisnya 

memiliki beberapa tipe ekosistem yang terdiri dari sub-montana, montana dan sub-

alphin dengan pepohonan bersar seperti cemara gunung, jamuju, edelweis, serta 

berbagai jenis anggrek dan rumput langka ( Balai Taman Nasional Bromo Tengger 

Semeru, 2014). Selain tanaman tanaman tersebut di Taman Nasional Bromo 

Tengger Semeru juga terdapat tanaman-tanaman obat. Menurut Jatibaroto (2011) 

terdapat 118 jenis tanaman obat yang digunakan untuk menyembuhkan 60 gejala 

penyakit masyarakat dan beberapa diantaranya seperti tanaman tepung otot 

(Stellaria saxatilis), dringu (Acorus calamus), jambu wer (Prunus persica), buah 

cimplukan (Physalis minima), sebagai obat tradisional masyarakat Tengger, selain 

tanaman tanaman tersebut  Jarak Merah (Jatropha gossypifolia L.) asal Taman 

Nasional Bromo Tengger Semeru juga merupakan tanaman yang berpotensi 

digunakan sebagai obat tradisional. Menurut Felix silva (2014)  Jarak merah yang 

mempunyai beberapa manfaat diantaranya yaitu sebagai antikanker, antibakteri, 

antiseptik , dan antianemia.  
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2.2 Jarak Merah (Jatropha gossypiifolia L.) 

Jarak merah (Jatropha gossypiifolia L.) merupakan tanaman semak lebat 

dengan tinggi sekitar 1,8 m dengan daun menjari 3-5 , memiliki bunga berwarna  

merah keunguan, buah berwarna hijau dan berbiji kehijauan yang ada didalam buah 

(Aboaba dkk., 2015). Bentuk tanaman dan morfologi dari tanaman Jarak Merah 

ditunjukkan oleh Gambar 2.1 berikut   

  

(a)       (b) 

Gambar 2. 1 Jarak Merah (Jatropha gossypiifolia L.) Seluruh bagian tanaman (a), bagian 

daun, bunga, dan buah (b) Sumber : (Félix-silva dkk., 2014) 

 

Menurut Plantamor (2019), taksonomi dari tanaman Jarak Merah yaitu sebagai 

berikut : 

 Kingdom : Plantae 

 Subkingdom : Tracheobionta 

 Superdivisi : Spermatophyta 

 Divisi  : Magniliophyta 

 Kelas   : Magnoliopsida 

 Subkelas : Rosidae 

 Ordo  : Euphorbiales 

 Famili  : Euphorbiaceae 

 Genus  : Jatropha 

 Spesies : Jatropha gossypiifolia L. 
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Jarak merah terdistribusi pada negara beriklim tropis, subtropis, tropis kering, 

dan tropis semikering (Félix-silva dkk., 2014). Persebaran Jarak Merah Jatropha 

gossypiifolia L. di dunia meliputi Amerika tengah (Argentia, Kolombia, Peru, 

Brazil, Paraguay, dan Venezuela), sebagian negara di Afrika barat (Gambia, 

Guinea, Liberia) , India, Laos, Filiphina, Borneo, Thailand, Malaysia dan 

Indonesia. Peta persebaran Jarak Merah di dunia ditunjukkan oleh Gambar 2.2 

berikut ini  

 

Gambar 2. 2 Peta persebaran Jarak Merah (Jatropha gossypiifolia L.) di dunia 

(Dehgan, B.2012) 

 

Jarak merah secara tradisional digunakan sebagai obat demam, gatal, bisul, 

dan peradangan kulit. Rebusan kulit dari Jarak merah dapat digunakan sebagai obat 

sakit perut, dan penyakit kelamin (Saishri dkk., 2016). Berdasarkan penelitian 

Saishri dkk.(2016) pada daun Jarak Merah (Jatropha gossypiifolia L.) terdapat 

golongan senyawa berikut ini  : 

Tabel 2. 1 Konstituen fitokimia utama daun Jarak Merah 

No Nama Senyawa Jumlah (mg/kg) 

1 Total alkaloid 3.35 

2 Total flavonoid 3.60 

3 Tanin 0.22 

4 Glikosida 0.12 
Sumber: (Saishri dkk., 2016). 
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Penelitian yang dilakukan oleh Félix-silva dkk., (2014) telah megkonfirmasi bahwa 

senyawa metabolit sekunder pada  tanaman Jarak Merah (Jatropha gossypiifolia L.) 

meliputi golongan kumarin-lignoid, diterpen, triterpen, alkaloid, flavonoid, dan 

glikosida.  

 

2.3 Simplisia  

Simplisia menurut Departemen Kesehatan RI merupakan bahan alami yang 

digunakan untuk obat dan belum mengalami proses apapun, kecuali bahan yang 

telah dikeringkan. Simplisia terbagi menjadi tiga golongan, yaitu simplisia nabati, 

simplisia hewani, dan simplisia pelikan atau mineral. Simplisia nabati adalah 

simplisia yang dapat berupa tanaman utuh, bagian tanaman, eksudat tanaman , atau 

gabungan dari ketiganya. Eksudat tanaman adalah isi sel yang secara spontan keluar 

dari tanaman atau dengan cara tertentu sengaja dikeluarkan dari selnya. Eksudat 

tanaman dapat berupa zat-zat atau bahan nabati lainnya dengan cari tertentu 

dipisahkan atau diisolasi dari tanamannya. Simplisia tanaman obat termasuk dalam 

simplisia nabati (Hasanah, 2011).  

 

2.4 Senyawa Metabolit Sekunder 

Senyawa dalam organisme terbagi menjadi dua kelompok utama, yaitu 

metabolit primer dan metabolit sekunder. Senyawa metabolit sekunder merupakan 

senyawa turunan dari metabolit primer yang tersebar secara meluas, terutama pada 

tanaman tingkat tinggi. Pembentukan atau biosintesis senyawa metabolit sekunder 

dari senyawa metabolit primer pada tumbuhan terdiri dari beberapa jalur meliputi 

jalur asam shikimat, asetat, mevalonat dan deoksiselulosa fosfat, serta turunan dari 

asam amino. Hubungan antara biosintesis senyawa metabolit sekunder dengan 

metabolise primer dijelaskan pada Gambar 2.3. 
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Gambar 2. 3 Hubungan metabolisme primer dengan biosintesis senyawa metabolit 

sekunder(Dewick, 2002) 
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 Senyawa metabolit sekunder diproduksi oleh tanaman dalam jumlah terbatas dan 

pada kondisi tertentu, sehingga keberadaannya di alam  terbatas dan sering kali 

kurang dari 1% dari total karbon tanaman. Senyawa tersebut memiliki kontribusi 

besar terhadap tanaman dengan cara memberikan efek pertahanan pada saat 

berinteraksi dengan ekosistem (Bourgaud dkk., 2001). Senyawa metabolit sekunder 

berikut ini merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada daun Jarak 

Merah (Jatropha gossypiifolia L.) 

 

2.3.1 Kumarin-Lignoid 

 Kumarin-Lignoid merupakan senyawa fenolik yang terbentuk dari struktur 

kumarin dan lignan. Pada daun jarak merah (Jatropha gossypiifolia L.) kumarin-

lignoid ditemukan sebagai venkatasin dan propacin. Venkatasin dan propacin 

merupakan kumarin-lignoid yang dapat ditemukan pada seluruh bagian jarak merah 

(Das dan Venkataiah, 2001) 

O

O

O O

O
CH3

O
CH3

O
CH3OH

Propacin

O

O

O

O

CH3

OH

O
CH3

O
CH3

Venkatasin

 

Gambar 2. 4 Struktur senyawa golongan kumarin-lignoid 

 

2.3.2 Diterpen 

Diterpen merupakan terpenoid C20 yang terbentuk dari GGPP (geranylgeranyl 

diphospate) yang mengalami penambahan IPP (isopentenil pyrophospate) (Dewick, 

2002). Diterpen pada Jarak merah juga ditemukan pada seluruh bagian tumbuhan 

termasuk pada daun. Senyawa diterpen tersebut antara lain Citralition dan 

Jatrophenone (Félix-silva dkk., 2014).  
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Gambar 2. 5 Senyawa golongan diterpen 

 

2.3.3 Triterpen 

 Triterpen merupakan terpenoid C30 yang strukturnya telah banyak 

mengalami modifikasi. Triterpen terbentuk melalui senyawa intermediet squalen 

yang terbentuk dari penggabungan dua molekul farnesyl PP (farnesyl 

pyrophospate). Triterpen pada tanaman Jarak Merah terletak secara spesifik pada 

bagian daun yang terdiri dari (2α,13α,14β,20S)-2,24,25-Trihydroxylanost-7-en-

3one dan (13α,14β,20S)-2,24,25-Trihydroxylanost-1,7-dien-3one (Félix-silva dkk., 

2014). 

O

OH

OH

H
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Gambar 2.5 Senyawa golongan tritepen 
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2.3.4 Alkaloid 

 Alkaloid merupakan golongan senyawa metabolit sekunder yang memiliki 

kemiripan sifat dengan alkali. Alkaloid pada tanaman berperan sebagai sumber basa 

karena alkaloid mengandung nitrogen organik yang diturunkan dari asam amino. 

Kandungan alkaloid yang terdapat pada daun Jarak Merah yang telah dilaporkan 

yaitu Ricinine (Félix-silva dkk., 2014). 

NO

CH3

N O

Ricinine
 

Gambar 2. 6 Senyawa golongan alkaloid 

2.3.5 Flavonoid 

 Flavonoid merupakan senyawa metabolit sekunder yang terdiri dari 15 atom 

karbon. Flavonoid sebagian besar telah dilaporkan sebagai besar sebagai glikosida 

dan sebagian lagi sebagai flavonoid aglikon. Senyawa golongan flavonoid yang 

ditemukan pada daun Jarak Merah meliputi apigenin, vitexin, isovitexin .  
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Gambar 2. 7 Senyawa golongan flavonoid 
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2.3.6 Glikosida 

 Senyawa metabolit sekunder tanaman ditemukan terikat pada gula disebut 

sebagai glikosida. Senyawa tersebut terikat dengan gula melalui ikatan glikosidik. 

Glikosida yang ditemukan pada tanaman dapat berupa kardiak glikosida. Kardiak 

glikosida ditemukan sangat beracun pada sejumlah tanaman. Kardiak glikosida 

biasanya tediri dari aglikon (secara struktural terikat dengan hormon steroid) yang 

terikat dengan satu atau lebih molekul gula (Akinmoladun dkk., 2014). Daun Jarak 

Merah mengandung glikosida sebagai flavonoid-glikosida yang terdiri dari vitexin, 

isovotexin, orientin/isoorientin, dan schaftosida/isoschaftosida (Félix-silva dkk., 

2014). 
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Gambar 2. 8 Senyawa golongan glikosida 

 

2.4 Ekstraksi Senyawa Metabolit Sekunder 

Tanaman obat saat ini telah menjadi pandangan sumber terapeutik terbesar 

mengingat kandungan fitokimia yang mengarah untuk pengembangan obat baru. 

Ekstraksi merupakan pemisahan senyawa aktif pada tanaman menggunakan pelarut 

selektif. Tujuan dari ekstraksi adalah untuk memisahkan metabolit tanaman yang 

larut dengan bagian yang tidak larut (residu). Cruide awal pada metode ini 

mengandung metabolit tanaman yang kompleks seperti alkaloid, glikosida, fenolik, 

terpenoid, dan flavonoid (Azwanida, 2015).  

 Maserasi merupakan salah satu teknik yang digunakan untuk ekstraksi dari 

sampel tanaman. Maserasi dilakukan dengan cara merendam bahan tanaman berupa 

padatan kasar atau bubuk dalam pelarut  menggunakan wadah tertutup serta 

dibiarkan pada suhu kamar minimum 3 hari dan disertai pengadukan. Proses 

peredaman ini bertujuan untuk melunakkkan dan menghancurkan dinding sel 

tanaman sehingga senyawa fitokimia terlarut dapat terekstrak. (Handa Sukhadev, 

dkk, 2008). Ekstrak crude yang dihasilkan dari proses maserasi umumnya 

mengandung berbagai campuran senyawa metabolit sekunder. Namun, dalam 

beberapa kasus tanaman dari keluarga yang sama dengan tanaman sampel dapat 

dijadikan sebagai literatur untuk memprediksi senyawa yang kemungkinan 

terkandung pada ekstrak tertentu, sehingga hal tersebut diharapkan dapat membantu 

pemilihan pelarut yang sesuai untuk proses fraksinasi dalam mengekstrak kelas 
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senyawa tertentu, seperti saponin, alkaloid, dan fenolik. Produk alami tanaman 

umumnya di ekstraksi dengan pelarut yang memiliki polaritas semakin meningkat 

seperti n-heksana , diklorometana, dan etilasetat. (Otsuka, 2006). Ekstrak yang 

diperoleh dilakukan penimbangan untuk mengetahui persentase rendemen yang 

berdasarkan persamaan 2.1  

𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 (𝑔)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑎𝑤𝑎𝑙 (𝑔)
× 100% ...Persamaan (2.1) 

(Sayuti, 2017) 

 

2.5 Diabetes Melitus 

Diabetes melitus merupakan suatu kondisi peningkatan kadar glukosa darah 

secara kronis. Kondisi ini didasari oleh defisiensi hormon insulin ( relatif atau tidak 

ada). Insulin merupakan hormon yang terlibat dalam pengangkutan glukosa darah 

untuk didistribusikan pada jaringan tubuh, sehingga hormon ini merupakan hormon 

yang dapat menjaga kestabilan kadar glukosa dalam darah pada kondisi normal. 

Diabetes melitus terbagi menjadi dua kategori, diabetes melitus tipe 1 adalah tipe 

diabetes yang diakibatkan oleh kerusakan autoimun dari sel β pulau Langerhans 

penghasil insulin pada pankreas (defisiensi absolut), sedangkan diabetes tipe 2 

terjadi akibat gangguan sekresi insulin dan resistensi insulin (Gambar 2.2) yang 

seringkali terkait dengan obesitas (defisiensi relatif) (Holt dkk., 2010). Diabetes 

melitus tipe 2 merupakan tipe diabetes yang paling umum, terhitung sekitar 90% 

dari keseluruhan kasus diabetes. Pada diabetes tipe 2, hiperglikemia atau tingginya 

kadar glukosa dalam darah adalah hasil dari produksi insulin yang tidak memadai 

dan ketidakmampuan tubuh untuk merespon sepenuhnya terhadap insulin atau 

disebut dengan resistensi insulin. Selama keadaan resistensi insulin jumlah insulin 

dalam darah menjadi tidak efektif, hal tersebut mendorong untuk peningkatan 

produksi insulin untuk mengurangi kadar glukosa, namun seriring berjalannya 

waktu keadaan tersebut dapat menyebabkan terjadinya resistensi insulin yang leboh 

parah (Diabète, 2017). 

Pankreatitis akut telah dikonfirmasi meningkatkan aktivitas α-amilase pada 

diabetes tipe 2. Aktivitas amilase yang tidak terkontrol dapat menyebabkan 
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hiperglikemia atau tingginya kadar glukosa dalam darah (Abou-Seif dan Youssef, 

2004). Selain α-amilase, enzim yang berperan dalam proses pemecahan karbohidrat 

adalah α-glukosidase. Kedua enzim tersebut merupakan enzim yang terlibat dalam 

pencernaan karbohidrat. α-amilase merupakan enzim yang berperan dalam 

mengkatalisis karbohidrat berantai panjang, sedangkan α-glukosidase mengkatalis 

pati dan disakarida menjadi glukosa (Nair dkk., 2013). 

 

Gambar 2. 9 Mekanisme resistensi insulin pada diabetes tipe 2.  (Holt dkk., 2010). 

Diabetes melitus tipe 2 dapat didiagnosis dengan mengindentifikasi 

hiperglikemia. Hiperglikemia merupakan suatu kondisi tingginya kadar glukosa 

dalam darah. World Health Organization (WHO) American Diabetes Association 

(ADA) telah menggunakan plasma glukosa puasa 7 mmol/L atau lebih tinggi untuk 

menentukan diagnosa diabetes tipe 2 (Tabel 2.2)  
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Tabel 2. 2 Klasifikasi glukosa puasa intoleransi untuk diabetes tipe 2 menurut WHO dan 

ADA(Holt dkk., 2010) 

Glukosa darah puasa (mmol/L) 

Sampel darah 

Plasma Kapiler Keseluruhan 

   

Normal  <6,1 <5,6 <5,6 

Glikemia puasa terganggu 6,1-6,9 5,6-6,0 5,6-6,0 

Diabetes ≥7,0 ≥6,1 ≥6,1 

2 Jam glukosa darah    

Normal <7,8 <7,8 <6,7 

Glikemia puasa terganggu 7,8-11,0 7,8-11,0 6,7-9,9 

Diabetes ≥11,0 ≥11,0 ≥10,0 

 

2.6 Inhibitor enzim sebagai Antidiabetik 

2.6.1 Enzim yang terlibat dalam Diabetes mellitus tipe 2. 

Dibetes melitus tipe 2 merupakan kondisi klinis yang ditandai dengan 

hiperglikemia. Hal ini terjadi akibat adanya gangguan pada metabolisme 

karbohidrat karena pankreas tidak menghasilkan cukup insulin atau terjadi 

resistensi insulin. Enzim yang terlibat dalam metabolisme karbohidrat antara lain 

α-amilase (Nair dkk., 2013). α-amilase merupakan enzim yang berperan dalam 

hidrolisis karbohidrat berantai panjang menjadi glukosa dan dekstrin dengan 

memutus ikatan  α1,4-glikosil polisakarida (Aghajari dkk., 2002). Mekanisme 

hidrolisis karbohidrat oleh α-amilase ditunjukkan pada Gambar 2.3 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


18 
 

 
 

 

Gambar 2. 10 Mekanisme hidrolisis karbohidrat oleh α-amilase menjadi glukosa dan 

dekstrin (Aghajari dkk., 2002). 

 

2.6.2  Inhibitor enzim dan mekanisme inhibisi enzim 

 Pendekatan terapeutik untuk diabetes melitus tipe 2 merupakan cara yang 

efektif untuk mengontrol hiperglikemia. Hal ini dapat dicapai dengan melakukan 

penghambatan atau inhibisi terhadap enzim penghidrolisis karbohidrat seperti          

α-amilase dan α-glukosidase. Kedua enzim tersebut memiliki peranan sebagai 

enzim pencernaan utama yang membantu penyerapan glukosa dalam usus. Inhibitor 

merupakan agen yang dapat mengambat ataupun menghentikan reaksi enzimatis. 

Inhibitor α-amilase merupakan target potensial untuk pengembangan pengobatan 

terapeutik pada diabetes (Nair dkk., 2013). Akarbosa termasuk dalam inhibitor agen 

antidiabetik oral noninsulinotropik sintetik. Akarbosa selain memainkan peranan 

dalam penyerapan karbohidrat dalam , tetapi juga berperan secara tidak langsung 

dalam optimasi metabolisme glukosa, karena berkontribusi terhadap adaptasi 
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sekresi insulin (Rosak dan Mertes, 2012). Struktur akarbosa ditunjukkan oleh 

Gambar 2.11 dan mekanisme inhibisi akarbosa melalui interaksi ikatan hidrogen 

dengan sisi aktif enzim di tunjukkan gambar 2.12  berikut 

 

 

Gambar 2. 11 Struktur Akarbosa  

Sumber: (Li dkk., 2005) 
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Gambar 2. 12 Interaksi ikatan hidrogen antara akarbosa dengan sisi aktif enzim (a) 

isoacarbosa (b) akarviosin-glukosa 

Sumber: (Li dkk., 2005) 

 

Isoakarbosa dan akarviosin-glukosa merupakan analalog akarbosa yang ditemukan 

berikatan kuat dengan α-amilase mamalia. Meski akarbosa merupakan inhibitor 

yang efektif, namun dalam penggunaannya beberapa masalah masih menjadi 

kontroversi (Li dkk., 2005). Akarbosa dapat memberikan efek jangka panjang 
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terhadap penurunan aktivitas metabolisme glukosa.  Sejumlah besar uji coba 

terkontrol dan pengawasan lebih dari 20 tahun pengalaman klinis akarbosa belum 

menunjukkan toksisitas yang signifikan. Namun, efek samping gastroinstestinal 

atau pendarahan saluran cerna dari akarbosa telah menjadi salah satu faktor 

pembatas untuk pengobatan (Rosak dan Mertes, 2012).  

Berdasarkan efek samping dan keterbatasan dari inhibitor sintetik, produk 

alami dari tumbuhan dapat digunakan untuk pengobatan diabetes. Penelitian yang 

luas tentang pengembangan bioaktif tumbuhan yang bersifat sebagai inhibitor telah 

banyak dilakukan dan sedang dikembangkan (Nair dkk., 2013). Pada penelitian 

yang dilakukan oleh Hua dkk (2018) kandungan flavonoid glikosida dari teh hijau 

dapat digunakan sebagai inhibitor alami dengan memberikan efek inhibisi terhadap 

α-amilase. Interaksi antara enzim dengan inhibitor alami senyawa golongan 

flavonoid glikosida dari teh hijau Lu’an GuaPian ditunjukkan oleh Gambar 2.12 

berikut ini. 

 

 

Gambar 2. 13 Interaksi molekular antara flavonoid glikosida dengan sisi aktif  α-amilase 
(Hua dkk., 2018) 
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Selain kandungan flavonoid dari teh hijau, beberapa senyawa alami dari tanaman 

yang pernah diteliti dan dapat digunakan sebagai inhibitor alami antara lain 

senyawa golongan flavonoid seperti quercetin, kaemferol, guijeverin, avicularin, 

myrecetin,hyperin, dan apigenin dari daun jambu (Psidium guajava Linn) (Wang 

dkk., 2010), senyawa apigenin-7-O-3-D-glucopyranoside, catechin, quercetin, 

rutil, yang diisolasi dari tanaman Agrimonia eupatoria (Rosaceae), senyawa 

vitexin-200-O-rhamnoside, 200-xylosylvitexin, isorhamnetin 3-gentiobioside dari 

tanaman Beta vulgaris (Chenopodiaceace)(Patil dkk., 2011), dan senyawa 

golongan flavonoid, tanin, serta ascorbic acid (Vit C) dari ekstrak daun Jatropha 

curcas L ( Nwamarah dkk, 2015). 

 

2.6.3 Kinetika inhibisi enzim dan tipe inhibisi 

Kinetika enzim merupakan suatu pendekatan yang dapat digunakan untuk 

mempelajari mekanisme katalisis oleh enzim disertai dengan penetuan laju reaksi 

serta perubahannnya. Faktor utama yang mempengaruhi laju reaksi katalisis oleh 

enzim adalah konsentrasi substrat [S] , namun hal ini diperumit dengan berubahnya 

konsntrasi substrat [S] selama jalannya reaksi perubahan substrat menjadi produk. 

Salah satu pendekatan penyederhaan dalam kinetika adalah mengukur laju awal 

(V0) ketika [S] jauh lebih besar dari konsentrasi enzim. Hubungan antara V0 dan 

[S] dinyatakan dalam Gambar 2.6 

 

Gambar 2. 14 Kurva pengaruh konsentrasi substrat terhadap kecepatan awal 

reaksi.Sumber: (David L. Nelson; Michael M.Cox, 2004) 
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Pada konsentrasi substrat yang lebih tinggi V0 meningkat dengan jumlah yang lebih 

kecil sebagai respon dari peningkatan [S] hingga pada suatu titik diperoleh V0 

mendekati kecepatan maksimum , Vmax.(David L. Nelson; Michael M.Cox, 2004). 

 Persamaan Michaelis-Menten merupakan dasar dari kinetika inhibisi enzim.   

Persamaan ini berawal dari postulat Leonor Michaelis dan Maud Menten pada 

tahun 1913  menyatakan bahwa reaksi enzimatis terbagi menjadi dua tahap. Tahap 

pertama yaitu reaksi antara enzim [E] dengan substrat [S] menghasilkan intermediet 

enzim-substrat [ES] berlangsung secara cepat dan reversibel, dan reaksi tahap 

kedua yaitu penguraian intermediet enzim-subrat [ES] menjadi produk [P] dan 

enzim bebas [E] berjalan secara lambat dan reversibel. Enzim-substrat [ES] dalam 

hal ini bertindak sebagai pereaksi pembatas. Persamaan reaksi enzimatis yang 

dikemukakan oleh Michaelis-Menten yaitu sebagai berikut : 

E + S  ES 

ES E + P 

Michaelis-Menten menurunkan persamaan matematis berdasarkan hipotesisnya 

menggunakan pereaksi pembatas enzim-substrat [ES] sehingga dihasilkan suatu 

persamaan sebagai berikut : 

𝑣0 =
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

𝐾𝑀+[𝑆]
                Persamaan (2.2)  

dengan V0 = kecepatan awal reaksi, Vmax = kecepatan maksimum, dan KM = 

Konstanta Michaelis-Menten (David L. Nelson; Michael M.Cox, 2004) 

Persamaan Michaelis-Menten yang diperoleh dari kurva pada Gambar 2.13 

(persamaan 2.2) dapat di transformasi menjadi suatu persamaan yang dapat 

digunakan untuk mengolah data eksperimen dengan membalik persamaan 

Michaelis-Menten sehingga dihasilakan suatu persamaan baru yang disebut dengan 

persamaan Lineweaver-Burk :       

1

𝑣0
=

𝐾𝑀

𝑉max [𝑆]
+

[𝑆]

𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]
   Persamaan (2.3) 

Persamaan Lineweaver-Burk dapat diplotkan menjadi plot Lineweaver-Burk 

seperti pada Gambar 2.7  
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Gambar 2. 15 Plot Lineweaver-Burk (David L. Nelson; Michael M.Cox, 2004). 

Plot Lineweaver-Burk dapat digunakan sebagai uji kinetika untuk 

menentukan mekanisme tipe inhibisi enzim. Mekanisme inhibisi enzim dapat 

terjadi secara reversibel maupun irreversibel bergantung pada kekuatan interaksi 

antara residu katalitik enzim dengan inhibitornya. Tipe inhibisi enzim secara 

reversibel terbagi menjadi tiga jenis yaitu kompetitif, unkompetitif, dan campuran 

(nonkompetitif). Gambar 2.8 menunjukkan tipe mekanisme inhibisi enzim yang 

disertai dengan plot Lineweaver-Burk 
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Gambar 2. 16 Tipe inhibisi enzim secara reversibel 

(David L. Nelson; Michael M.Cox, 2004) 

 

Inhibisi kompetitif terjadi apabila inhibitor dan substrat berkompetisi untuk 

berinteraksi dengan sisi aktif enzim. Inhibitor kompetitif bergabung dengan enzim 

membentuk kompleks enzim-inhibitor (EI) sehingga menghambat proses terjadinya 

katalisis. Inhibisi unkompetitf menghambat proses katalisis dengan cara terikat 

pada sisi aktif yang berbeda dengan substrat. Inhibitor ini dapat terikat pada enzim 

ketika substrat telah melekat pada sisi aktif enzim, sehingga terbentuk kompleks 

enzim-substrat-inhibitor (ESI). Inhibisi kompetitif dan unkompetitif dapat terjadi 

secara bersamaan menghasilkan tipe inhibisi campuran (nonkompetitif), pada tipe 

penghambatan ini enzim dapat terikat pada sisi aktif enzim tempat substrat melekat 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


26 
 

 
 

(kompetitif) maupun dengan cara melakukan penghambatan dengan melekat pada 

sisi aktif yang berbeda dengan substrat setelah substrat terikat pada sisi aktif 

(unkompetitif) (David L. Nelson; Michael M.Cox, 2004).   

 

2.7 Spektrofotometri UV-Vis 

Spektrofotometri UV-Vis merupakan salah satu teknik analisa spektroskopi 

menggunakan sumber radiasi elektromagnetik ultraviolet (UV) dengan rentang 

panjang gelombang 190-380 nm dan panjang gelombang sinar tampak (Visible) 

pada panjang gelombang 380-780 nm dengan menggunakan instrumen 

spektrofotometer. Spektrofotometer sebagai sumber sinar teridiri dari spektrum 

kontinyu sehingga dapat digunakan untuk analisis kuantitatif suatu sampel 

berdasarkan absorbsi spektroskopi. Daerah spektrum sinar pada gelombang 

elektromagnetik ditunjukkan oleh Gambar 2.9 

 

Gambar 2. 17 Daerah spektrum radiasi elektromagnetik(Harvey, 2000). 

 

Absorbsi spektroskopi terjadi ketika  seberkas radiasi elektromagnetik 

melewati sampel, pada keadaan ini sebagian radiasi ditransmisikan tanpa 

kehilangan intensitas, tetapi pada frekuensi yang dipilih intensitas dari radiasi 

dilemahkan. Pada radiasi ultraviolet dan visible interaksi antara radiasi 

elektromagnetik dengan sampel menyebabkan terjadinya transisi elektronik 
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menghasilkan perbedaan energi ,∆E yang besarnya sama dengan energi radiasi 

elektromagnetik (Harvey, 2000). 

Absorbansi merupakan metode alternatif yang dapat digunakan untuk 

mengetahui penyerapan suatu radiasi elektromagnetik oleh sampel. Hubungan 

antara absorbansi dengan konsentrasi sampel dijelaskan pada persamaan 

berdasarkan Hukum Lambert-Beer yang menyatakan bahwa konsentrasi 

berbanding lurus dengan absorbansi sesuai persamaan 2.4 berikut 

A = ε b C                 Persamaan (2.4) 

dengan A= Absorbansi,  

ε= Absorbtivitas molar (M-1 cm-1),  

C= Konsentrasi larutan (M) 

(Harvey, 2000) 

 

2.8 Prinsip Analisis Inhibisi α-amilase 

Amilum atau pati merupakan polisakarida yang teridiri dari amilosa dan 

amilopektin. Pati umumnya mengandung 20-30% amilosa dan 70-80% 

amilopektin. Amilosa dan amilopektin adalah gula yang berbeda dalam strukturnya. 

Amilosa merupakan polimer dari α-D-glukosa dengan ikatan α-1,4 glikosida 

sedangkan amilopektin merupakan polimer dari α-D-glukosa dengan ikatan α-1,6. 

Kandungan amilosa dapat memberikan sifat semikristalin pada pati, sedangkan 

kandungan amilopektin dapat meningkatkan sifat kristal dari pati akibat 

amilopektin dengan rantai panjang dan sedang dapat membentuk jaringan kristal 

yang kuat (Cornejo-Ramírez dkk., 2018). Amilum terlarut terhidrolisis oleh α-

amilase menjadi oligosakarida yang lebih pendek melalui pemutusan ikatan α-1,4-

glikosida. Produk akhir dari hidrolisis pati oleh α-amilase berupa campuran 

oligosakarida seperti maltotriosa, maltosa, dan oligosakarida bercabang dengan 6-

8 unit glukosa yang mengandung ikatan α-1,4 atau α-1,6 yang ditunjukkan pada 

Gambar 2.17 (de Sales dkk., 2012).  
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Gambar 2. 18 Struktur Amilum 

Reaksi hidrolisis oleh α-amilase dapat dihentikan dengan pemanasan, sebab 

pemanasan dapat menyebabkan protein dari enzim terdenaturasi sehingga 

mengubah struktur enzim dan aktivitasnya hilang. Produk reaksi hidrolisis setelah 

dihentikan, konsentrasi dari produk ditentukan dengan menggunakan reagen 

pewarna asam dinitrosalisilat (DNS). Reagen DNS akan direduksi oleh setiap gula 

pereduksi yang terdapat dalam larutan sehingga produk campuran tersebut dapat 

ditentukan konsentrasinya. Reaksi reduksi DNS oleh gula pereduksi ditunjukkan 

oleh Gambar 2.8. Senyawa 3-amino-5-nitrosalisilat yang dihasilkan dari reaksi 

tersebut memiliki warna orange kecoklatan dengan panjang gelombang maksimum 

540 nm.  
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3 asam glukonat

Gambar 2. 19 Reaksi reduksi DNS oleh gula pereduksi(Timerman, tanpa tahun) 

Penambahan inhibitor pada reaksi hidrolisis α-amilase akan menurunkan 

konsentrasi produk yang dihasilkan dari proses hidrolisis. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 Penelitian ini dilakukan bulan April sampai dengan November 2019 di 

Laboratorium Nutrasetikal dan Farmasetikal Center for Development of Advanced 

Science and Technology (CDAST) dan Laboratorium Kimia Fakultas Farmasi 

Universitas Jember. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini terdiri 3 golongan antara lain alat 

gelas, nongelas, dan instrumen. Peratalatan gelas meliputi erlenmeyer (500 mL, 250 

mL, 125 mL) , beaker (250 mL, 500 mL, 1000 mL) ,corong pisah, corong, labu 

ukur (5mL, 10mL, 25mL, 100mL), gelas ukur (100mL, 50 mL, 10 mL). Peralatan 

instrumen meliputi blender (Warring Commercial), spektrofotometer UV-Vis 

(Hitachi U-2900), oven (Froilabo) , timbangan analitik (Swiss made ES225SMDR), 

water bath (Stuart SBS40) , vortex ( Vortex Genie-2), pH meter (Horiba F-51), 

hotplate stirrer (Stuart), dry block (Technne Dri-Block DB-2D), rotary evaporator 

(Steroglass Strike 300), dan digital moisture tester (Sartorius MA-150), sedangkan 

peralatan non gelas meliputi mikro pipet 20-200µL (Socorex), mikropipet 100-1000 

µL (eppendrof), alumunium foil , ayakan 60 mesh ,spatula,gunting, plastik, dan 

microtube. 

3.2.2  Bahan 

 Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain daun Jarak merah 

(Jatropha gossypifolia L), metanol pa (SmartLab), n-heksana (distilled), 

diklorometana (distilled), etil asetat (distilled), akubiades, α-amilase (Sigma-

Aldirch), maltosa (Merck), dimetilsulfoksida (DMSO) (Merck), natrium dihidrogen 

fosfat monohidrat (Merck), dinatrium hidrogen fosfat (Merck), fenol (Sigma-

Aldrich) , natrium hidroksida (Merck), akarbosa (Glucobay),  Amilum (Merck), 

asam 3,5 dinitrosalisilat (Merck), natrium sulfit (Merck), kalium natrium tartarat 

(Merck), akuabides (MiliQ). 
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Daun J.gossypiifolia L 

Simplisia 

+ metanol 

3.3 Rancangan Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* EMDJ (Ekstrak Kasar Metanol Daun J.gossypifolia) , EHDJ (Ekstrak Fraksi Heksana Daun 

J.gossypifolia), EDDJ (Ekstrak Fraksi Diklorometana Daun J.gossypifolia), EEDJ (Ekstrak Fraksi 

Etil Asetat Daun J.gossypiifolia).  

Residu   EMDJ 

Fraksi Heksana Fraksi Air 

Fraksi DCM Fraksi Air 

Fraksi EtOAc Fraksi Air 

Inhibisi α-amilase 

Ekstrak Fraksi teraktif 

Kinetika inhibisi α-amilase 

+ 10% metanol-air 

+ n-heksana 

+ Diklorometana (DCM) 

+ Etil Asetat (EtOAc) 

-evaporasi 

-evaporasi 

-evaporasi 

-evaporasi 

-dikeringkan dan dihaluskan 

EHDJ 

EDDJ 

EEDJ 

Kadar Air 

- dimaserasi 

kembali 

Analisis FTIR 
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3.4 Prosedur Pelaksanaan Penelitian 

 

3.4.1 Sampling 

Pengambilan sampel dilakukan di lingkungan Taman Nasional Bromo 

Tengger Semeru Kabupaten Probolinggo. Peralatan yang digunakan untuk 

mengambil sampel antara lain, gunting tanaman, pisau dan serta wadah sampel 

berupa kresek hitam dan karung. Bagain tanaman yang diambil antara seluruh 

bagian tanaman untuk dilakukan validasi, namun yang digunakan sebagai sampel 

adalah bagian daun. Sampel kemudian dipisahkan dalam wadah yang telah di label 

sesuai dengan sampel tanaman. Validasi sampel tanaman dilakukan di 

Laboratorium Tanaman Politeknik Negeri Jember ditunjukkan pada Lampiran 3.1. 

 

3.4.2 Pembuatan Simplisia Daun J.gossypiifolia L. 

Daun tanaman J.gossypiifolia L. di potong-potong kemudian dijemur di 

bawah sinar matahari secara tidak langsung serta dikering anginkan hingga kering. 

Sampel yang sudah kering kemudian di blender untuk menghaluskan sampel hingga 

menghasilkan serbuk simplisia dan diseragamkan ukurannya menggunakan ayakan 

60 mesh. Sampel yang sudah dihaluskan tersebut di simpan dalam wadah plastik 

klip untuk digunakan pada proses ekstraksi. 

 

3.4.3 Penentuan Kadar Air Simplisia Daun J.gossypiifolia L. 

Penentuan kadar air simplisia dilakukan pada suhu 105℃ dengan 

menggunakan instrumen digital moisture tester (Sartorius MA-150). Simplisia 

sebanyak 2 gram dimasukkan ke dalam cawan dari instrumen dan instrumen 

ditutup. Pengukuran kadar air dilakukan secara otomatis oleh instrumen setelah 

instrumen ditekan start, proses pengukuran kadar air oleh instrumen akan terus 

berjalan hingga pengukuran selesai. Instrumen akan berhenti secara otomatis dan 

muncul petunjuk end apabila pengukuran kadar air telah selesi dan data kadar air 

dalam sampel akan muncul dalam persen. Pengukuran kadar air simplisia dilakukan 

sebanyak tiga kali pengulangan.  
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3.4.4 Ekstraksi Simplisia Daun J.gossypiifolia L.  

Ekstraksi simplisia daun J.gossypifolia L.  dilakukan dengan metode maserasi 

dilanjutkan dengan fraksinasi pelarut secara bertingkat. Pelarut yang digunakan 

untuk maserasi adalah metanol, sedangkan pelarut yang digunakan untuk fraksinasi 

berturut-turut adalah heksana, diklorometana, dan etil asetat. Simplisia daun 

J.gossypiifolia L. sebanyak 50 gram dimasukkan dalam erlenmeyer 500 mL untuk 

kemudian ditambahkan pelarut metanol dengan perbandingan 1:5 (w/v). Sampel 

yang telah ditambahkan pelarut kemudian dilakukan pengadukan menggunakan 

magnetic stirrer dengan kecepatan 300 rpm (rotation per minute) hingga 24 jam. 

Sampel kemudian disaring dan ditampung filtratnya dengan wadah dan dilakukan 

maserasi kembali dengan metanol hingga filtrat yang diperoleh tidak berwarna. 

Filtrat yang telah tertampung kemudian dievaporasi pelarutnya menggunakan 

rotary evaporator pada 40 ºC. Ekstrak yang diperoleh dalam bentuk pasta padat 

berupa ekstrak kasar metanol disimpan untuk analisis selanjutnya. Ekstrak kasar 

metanol dengan perbandingan 1:50 (w/v) dilarutkan dalam 10% metanol-air atau 

0,5 gram ekstrak kasar metanol dilarutkan dalam 10% metanol-air sebanyak 25 mL, 

dan dilakukan proses fraksinasi bertingkat secara bertahap menggunakan tiga jenis 

pelarut dengan index polarity berbeda (n-heksana, diklorometana, dan etil asetat) 

dengan perbandingan 1:1 (v/v). Setiap fraksi pelarut yang diperoleh dari setiap 

fraksinasi dipisahkan dari fraksi air menggunakan corong pisah. Pelarut  pada setiap 

fraksi kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh 

rendemen masing-masing ekstrak fraksi. Rendemen yang diperoleh dapat 

ditentukan berdasarkan persamaan 3.1 

 

𝑃𝑒𝑟𝑠𝑒𝑛 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ  (𝑔)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑎𝑤𝑎𝑙 (𝑔)
× 100%  ...Persamaan (3.1) 

 

 

3.4.5 Pembuatan Kurva Standar Maltosa 

Larutan maltosa standar dibuat dengan stok 4000 µM dengan pelarut buffer 

fosfat pH 6,9, perhitungan terdapat pada Lampiran 4. Larutan maltosa standar 
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dibuat dengan variasi konsentrasi 200 µM, 400 µM, 800 µM, 1200 µM, 1600 µM, 

2000 µM, dan 2400 µM dari larutan stok, perhitungan pengenceran terdapat pada 

Lampiran 4. Larutan dari masing-masing variasi konsentrasi diambil sebanyak 

160µL dan dimasukkan kedalam microtube yang berbeda, kemudian ditambahkan 

reagen DNS 80 µL kedalam masing-masing microtube dan dipanaskan selama 5 

menit. Larutan kemudian diencerkan dengan 720μl akubides. Kemudian diukur 

absorbansinya menggunakan spektrofotomerer UV-Vis pada panjang gelombang 

540 nm, dengan buffer fosfat pH 6,9 sebagai blanko. Nilai masing-masing 

absorbansi dari variasi konsentrasi dilakukan plotting menjadi kurva standar 

maltosa. 

 

3.4.6 Uji Inhibisi α-amilase oleh Ekstrak Daun J.gossypiifolia L. 

Uji inhibisi α-amilase menggunakan metode (Ratnadewi dkk., 2018) yang 

telah dimodifikasi. Larutan DMSO 50% (pelarut sampel) dalam buffer fosfat pH 

6,9 sebanyak 100μl dimasukkan ke dalam microtube yang berlabel C+ dan C- 

sebagai kontrol. Sebanyak 100μl ekstrak masing-masing ekstrak (ekstrak kasar 

metanol daun J.gossypiifolia L. (EMDJ), ekstrak fraksi heksana daun 

J.gossypiifolia L. (EHDJ), ekstrak fraksi diklorometana daun J.gossypiifolia L.  

(EDDJ), dan ekstrak fraksi etil asetat daun J.gossypiifolia L. (EEDJ)) dengan 

konsentrasi 500µg/mL dimasukkan ke dalam masing-masing microtube yang 

berbeda dengan label S+ dan S-. Microtube yang berlabel S+ dan C+ ditambahkan 

150μl α-amilase (0,750 U/mL) sedangkan S- dan C- ditambahkan 150μl buffer 

fosfat pH 6,9. Larutan kemudian divortex dan dipreinkubasi selama 15 menit pada 

suhu 37℃. Setelah itu ditambahkan 250 μl substrat amilum telarut (1% w/v) ke 

dalam semua microtube, dan divortex. Larutan kemudian diinkubasi selama 15 

menit pada suhu 37℃. Reaksi hidrolisis secara enzimatis dihentikan dengan 

melakukan pemanasan selama 1 menit pada suhu 100℃. Larutan kemudian diambil 

sebanyak 160μL dari masing-masing microtube untuk dimasukkan ke microtube 

lain dengan label yang sama. Larutan ditambahkan 80μl reagen DNS untuk 

menentukan total gula reduksinya dan dipanaskan selama 5 menit. Larutan 

kemudian diencerkan dengan 720μl akubides. Kemudian diukur absorbansinya 
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pada panjang gelombang 540 nm, dengan buffer fosfat pH 6,9 sebagai blanko. 

Absorbansi dari hasil pengukuran dikonversi menjadi konsentrasi produk maltosa 

yang dihasilkan berdasarkan persamaan kurva standar maltosa dari kurva standar 

maltosa pada metode poin 3.4.4. Akarbosa digunakan sebagai standar inhibitor α-

amilase. Persen inhibisi α-amilase oleh masing-masing ekstrak dan akarbosa 

dihitung dengan persamaan berikut : 

Persen inhibisi = [
[𝐶+−𝐶−]−[𝑆+−𝑆−]

[𝐶+−𝐶−]
]×100% ...Persamaan (3.2) 

dengan C+ adalah kontrol (pelarut sampel) dengan enzim, C- adalah kontrol (pelarut 

sampel) tanpa enzim, S+ adalah sampel dengan enzim, S- adalah sampel tanpa 

enzim.  

 

3.4.6 Kinetika Inhibisi α-amilase oleh Ekstrak Fraksi Teraktif dari Daun 

J.gossypiifolia L.  

Kinetika inhibisi α-amilase dilakukan dengan metode poin 3.4.5 dengan 

variasi konsentrasi substrat amilum dan waktu inkubasi. Konsentrasi substrat 

amilum yang digunakan adalah 1,0%; 0,5%; 0,25%; 0,125%; 0,0625% dengan 

masing masing konsentrasi substrat dilakukan variasi waktu 0;3;6;19;12;dan 18  

menit untuk mendapatkan kecepatan awal reaksinya (V0). Nilai V0 didapat dengan 

pengeplotan antara waktu reaksi dan konsentrasi produk (maltosa) yang dihasilkan. 

Konsentrasi produk dihitung dari persamaan kurva standar maltosa.  Gambar 3.1 

merupakan bentuk kurva hasil pengeplotan antara waktu dengan waktu inkubasi 

dan konsentrasi produk yang dihasilkan  

 

 

 

 

Gambar 3. 1 Kurva hasil pengeplotan waktu inkubasi dengan konsentrasi produk 

Nilai V0 sama dengan nilai kemiringan yang diperoleh dari plot kurva tersebut. 

Nilai V0 dari masing masing konsentrasi digunakan untuk membuat plot kurva 

Lineweaver Burk. Konstanta Michaelis Menten (KM) dan kecepatan maksimum 
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(Vmax) diperoleh dari persamaan kurva Lineweaver Burk. Menurut David L. 

Nelson; Michael M.Cox, (2004) plot kurva Lineweaver Burk dibuat dengan 

mengeplotkan 1/[substrat] dengan 1/V0.  

 

3.4.7 Analsis FTIR 

Analisis spektroskopi Fourier Transform Infra-Red (FTIR) dilakukan untuk 

mengetahui gugus fungsi pada senyawa yang terdapat pada ekstrak fraksi teraktif 

dari daun J.gossypiifolia L. Sampel yang diuji menggunakan FTIR yaitu ekstrak 

fraksi etil asetat daun J.gossypiifolia L karena memiliki persen inhibisi tertinggi 

terhadap α-amilase. Bilangan gelombang yang digunakan yaitu 500-4000 cm-1. 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan  

1. Ekstrak fraksi etil asetat daun J.gossypiifolia L. (EEDJ) sebagai inhibitor 

memiliki pengaruh terbesar dalam menghambat α-amilase dengan persen 

inhibisi tertinggi dibandingkan ekstrak kasar metanol (EMDJ) , ekstrak fraksi 

heksana (EHDJ), dan ekstrak fraksi diklorometana (EDDJ). Namun, jika 

dibandingkan inhibitor standar yaitu akarbosa, kemampuan ekstrak fraksi etil 

asetat masih lebih rendah.  

2. Senyawa aktif pada ekstrak fraksi etil asetat daun J.gossypiifolia L. (EEDJ) dari 

analsis secara kinetika inhibisi enzim, memiliki kemampuan inhibisi α-amilase 

secara kompetitif reversibel. 

 

5.2 Saran 

1. Penelitian isolasi senyawa aktif dari fraksi etil asetat daun J.gossypiifolia L. perlu 

dilakukan untuk mengetahui senyawa aktif yang terkandung dalam daun 

J.gossypiifolia L. yang berperan sebagi inhibitor α-amilase. 

2. Penelitian ekstrak dari daun J.gossypiifolia L. sebagai inhibitor enzim perlu 

dilakukan pada enzim lain, sehingga dapat mengetahui lebih luas potensi daun 

J.gossypiifolia L. sebagai inhibitor alami dari tanaman obat.  

3. Penelitian daun J.gossypiifolia L. dengan potensinya sebagai antidiabetik perlu 

dilakukan pengukuran kadar air dari daun J.gossypiifolia L. untuk mengetahui 

berat daun yang dibutuhkan untuk digunakan sebagai simplisia. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 3. 1 Validasi Tanaman Jarak Merah (Jatropha gossypiifolia L).
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Lampiran 3. 2 Pembuatan Larutan  

3.2.1 Larutan Buffer Fosfat 0,02M pH 6,9 

 Larutan Buffer Fosfat pH 6,9 sebanyak 100 mL dibuat dengan 

mencampurkan beberapa bahan berikut : 

1. Na2HPO4 (dinatrium hidrgen fosfat) dengan berat molekul 141,96 g/mol 

sebanyak 0,28392 gram 

2. NaH2PO4 (natrium dihidrogen fosfat) dengan berat molekul 137,99 g/mol 

sebanyak 0,27598 gram  

Masing-masing bahan tersebut dilarutkan menggunakan akuabides hingga 100 mL 

menggunakan labu ukur. Larutan Na2HPO4  diambil sebanyak 55 mL dan 

ditambahkan dengan larutan NaH2PO4 45 mL, kemudian dilakukan pengenceran 

hingga 200 mL.  

3.2.1 Larutan Amilum 1%. 

Amilum terlarut dengan konsentrasi 1% dibuat dengan melarutkan padatan 

amilum 0,25 gram yang telah ditambahkan 250 µL DMSO menggunakan buffer 

fosfat pH 6,9 sebanyak 25 mL yang disertai pengadukan dan pemanasan pada 70℃ 

hingga homogen. Amilum terlarut kemudian didinginkan pada suhu ruang, lalu 

dimasukkan kedalam labu ukur 25 mL dan ditambahkan buffer fosfat pH 6,9 hingga 

tanda batas. 

3.2.2 Larutan Ekstrak dengan konsentrasi 500µg/mL. 

Larutan ekstrak dibuat dengan melarutkan masing-masing 0,001 gram atau 

1 mg ekstrak kasar metanol, ekstrak fraksi heksana, ekstrak fraksi diklorometana, 

dan ekstrak fraksi etil asetat kedalam 50% DMSO dalam buffer sebanyak 2mL. 

Masing-masing larutan divortex hingga larut, dan diperoleh masing-masing ekstrak 

dengan konsentrasi 500µg/mL. 

3.2.3 Larutan Standar Maltosa 

Larutan standar maltosa dengan variasi konsentrasi dibuat dari larutan stok maltosa 

4000 μM. Larutan stok dibuat dengan melarutkan 0,00685 g maltosa kedalam 5 mL 

buffer fosfat pH 6,9 hingga tanda batas menggunakan labu ukur 5 mL. Larutan stok 
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maltosa yang dimiliki kemudien dilakukan pengenceran dengan variasi konsentrasi 

200 µM, 400 µM, 800 µM, 1200 µM, 1600 µM, 2000 µM, 2400 µM.  

Lampiran 3. 3 Kurva Standar Maltosa 

[Maltosa](μM) Abs Ab̅s Ab̅s 0 

0 0,025 0,024 0 

 0,023   

 0,025   

200 0,053 0,051 0,027 

 0,052   

 0,048   

400 0,107 0,105 0,081 

 0,100   

 0,109   

800 0,296 0,298 0,274 

 0,299   

 0,300   

1200 0,437 0,448 0,424 

 0,450   

 0,457   

1600 0,643 0,648 0,624 

 0,650   

 0,651   

2000 0,775 0,779 0,755 

 0,780   

 0,782   

2400 0,912 0,918 0,894 

 0,921   

 0,922   
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Lampiran 4. 1 Kadar Air Simplisia 

Pengukuran kadar air simplisia dilakukan dengan menggunakan instrumen digital 

moisture tester (Sartorius MA 150)  

Pengulangan Kadar Air (%) Rata rata SD 

1 9,23 9,07 ±0,20 

2 9,14   

3 8,84   

 

Lampiran 4. 2 Perhitungan Persen Rendemen Ekstrak 

Massa kandungan air pada simplisia  = massa simplisia × kadar air 

     = 50,00 g × 9,07% 

     = 4,535 g 

Massa kering simplisia  = massa simplisia – massa kandungan air 

     = 50,00 g – 4,535 g 

     = 45,47 g 

 

% rendemen ekstrak metanol  = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎 𝑘𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔
 × 100% 

     = 
1,93 𝑔

45,47 𝑔
 × 100% 

     = 4,24 % 

 

 

 

Massa ekstrak kasar metanol yang digunakan = 0,5031 g 

 

Fraksi pelarut Massa ekstrak  (g) Rendemen (%) 

Ekstrak fraksi heksana 0,160 31,84 

Ekstrak fraksi diklorometana 0,050 14,57 

Ekstrak fraksi etil asetat 0,059 20,14 

 

 

Massa simplisia Massa ekstrak  % Rendemen 

50,00 g 1,930 g 4,24 % 
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% rendemen ekstrak fraksi heksana  = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑓𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖 ℎ𝑒𝑘𝑠𝑎𝑛𝑎

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙
 × 100% 

     = 
0,160 𝑔

0,503 𝑔
 × 100% 

     = 31, 84% 

 

Massa ekstrak metanol – massa ekstrak f.heksana = 0,503 g – 0,160 g 

              = 0,343 g 

% rendemen ekstrak fraksi diklrometana = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘  𝑓.𝑑𝑖𝑘𝑙𝑜𝑟𝑜𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑎

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙− 𝑓.ℎ𝑒𝑘𝑠𝑎𝑛𝑎
  × 100% 

           = 
0,050 𝑔

0,343 𝑔
 × 100% 

           = 14,57 % 

Massa ekstrak metanol;f.heksana  – massa f.diklorometana = 0,343 g – 0,050 g 

              = 0,293 g 

% rendemen ekstrak fraksi etil asetat = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓.𝑒𝑡𝑖𝑙 𝑎𝑠𝑒𝑡𝑎𝑡 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑟𝑎𝑘 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙;𝑓.ℎ𝑒𝑘𝑠𝑎𝑛𝑎−𝑓.𝑑𝑐𝑚
 × 100% 

               = 
0,059 𝑔

0,293 𝑔
 × 100%  

               = 20,14 % 

 

Lampiran 4. 3 Persen Inhibisi α-amilase 

C+  = Absrobansi kontrol (pelarut sampel) dengan penambahan enzim 

C-  = Absorbansi kontrol (pelarut sampel) tanpa penambahan enzim 

S+  = Absorbansi sampel dengan penambahan enzim 

S-  = Absorbansi sampel tanpa penambahan enzim 

[C+] = Konsentrasi produk maltosa kontrol (pelarut sampel) dengan penambahan 

enzim hasil konversi dari absorbansi berdasarkan kurva standar maltosa 

[C-] = Konsentrasi produk maltosa kontrol (pelarut sampel) tanpa penambahan 

enzim hasil konversi dari absorbansi berdasarkan kurva standar maltosa 

[S+] = Konsentrasi produk maltosa sampel dengan penambahan enzim hasil 

konversi dari absorbansi berdasarkan kurva standar maltosa 

[S-] = Konsentrasi produk maltosa sampel tanpa penambahan enzim hasil 

konversi dari absorbansi berdasarkan kurva standar maltosa 
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[C̅] = Konsentrasi produk maltosa kontrol rata-rata 

[C]    = Selisih dari kontrol dengan enzim dengan kontrol tanpa enzim 

[S]    = Selisih dari sampel dengan enzim  dengan sampel tanpa enzim 

 

S = [S+ ] - [ S- ] 

C = [C+ ] - [ C-] 

 

% Penghambatan = [
C−S

C
]× 100% 

 * EMDJ (Ekstrak Kasar Metanol Daun J.gossypiifolia) , EHDJ (Ekstrak Fraksi Heksana Daun 

J.gossypiifolia), EDDJ (Ekstrak Fraksi Diklorometana Daun J.gossypiifolia), EEDJ (Ekstrak Fraksi 

Etil Asetat Daun J.gossypiifolia). 

Absorbansi Konsentrasi Maltosa (µM)      

C+ C- [C+] [C-] [C] [C̅]      

0,513 0,136 1379,3 436,8 942,5 967,5      

0,512 0,121 1376,8 399,3 977,5       

0,513 0,120 1379,3 396,8 982,5       

Absorbansi Konsentrasi Maltosa (µM) 
%Penghambatan 

Sampel S+ S- [S+] [S-] [S] [C̅] [C̅]-[S] 

EMDJ 0,509 0,187 1369,3 564,3 805,0 967,5 162,5 16,80 

19,38±2,25  0,492 0,184 1326,8 556,8 770,0 967,5 197,5 20,41 

 0,484 0,178 1306,8 541,8 765,0 967,5 202,5 20,93 

EHDJ 0,447 0,136 1214,3 436,8 777,5 967,5 190,0 19,64 

 

19,38±0,26 
 0,452 0,140 1226,8 446,8 780,0 967,5 187,5 19,38 

 0,454 0,141 1231,8 449,3 782,5 967,5 185,0 19,12 

EDDJ 0,457 0,208 1239,3 616,8 622,5 967,5 345,0 35,66 

36,69±1,57  0,460 0,212 1246,8 626,8 620,0 967,5 347,5 35,92 

 0,462 0,224 1251,8 656,8 595,0 967,5 372,5 38,50 

EEDJ 0,487 0,284 1314,3 806,8 507,5 967,5 460,0 47,55 

49,53±2,07   0,496 0,300 1336,8 846,8 490,0 967,5 477,5 49,35 

  0,495 0,308 1334,3 866,8 467,5 967,5 500,0 51,68 

Akarbosa 0,153 0,142 479,3 451,8 27,5 967,5 940,0 97,16 

96,12±0,90   0,160 0,143 496,8 454,3 42,5 967,5 925,0 95,61 

  0,163 0,146 504,3 461,8 42,5 967,5 925,0 95,61 
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Lampiran 4. 4 Kinetika penghambatan ekstrak fraksi teraktif (etil asetat) 

terhadap α-amilase 

[C]0   = nilai dikurangi [C] pada waktu ke 0 menit 

[S]0   = nilai dikurangi [S] pada waktu ke 0 menit 

 

4.4.1 Nilai V0  

Nilai V0 diperoleh dari hasil pengeplotan konsentrasi produk maltosa dengan 

variasi waktu inkubasi. 

y = mx + c 

m = V0 

V0   µM/menit 
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Kinetika 1 

Konsentrasi Amilum 1% 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

y = 51,976x + 152,11
R² = 0,8311
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Kurva 1 [Maltosa] vs Waktu Inkubasi

Substrat Amilum 1%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (TI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,451 0,112 0,379 0,180 1224,3 376,8 1044,3 546,8 847,5 497,5 0,0 0,0 

3 0,558 0,114 0,442 0,170 1491,8 381,8 1201,8 521,8 1110,0 680,0 262,5 182,5 

6 0,684 0,123 0,529 0,169 1806,8 404,3 1419,3 519,3 1402,5 900,0 555,0 402,5 

9 0,790 0,128 0,612 0,185 2071,8 416,8 1626,8 559,3 1655,0 1067,5 807,5 570,0 

12 0,822 0,130 0,676 0,189 2151,8 421,8 1786,8 569,3 1730,0 1217,5 882,5 720,0 

18 0,836 0,137 0,687 0,190 2186,8 439,3 1814,3 571,8 1747,5 1242,5 900,0 745,0 
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Konsentrasi Amilum 0,5% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 
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[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,559 0,027 0,502 0,069 1494,3 164,3 1351,8 269,3 1330,0 1082,5 0,0 0,0 

3 0,654 0,040 0,562 0,066 1731,8 196,8 1501,8 261,8 1535,0 1240,0 205,0 157,5 

6 0,709 0,034 0,621 0,072 1869,3 181,8 1649,3 276,8 1687,5 1372,5 357,5 290,0 

9 0,766 0,041 0,645 0,073 2011,8 199,3 1709,3 279,3 1812,5 1430,0 482,5 347,5 

12 0,784 0,039 0,704 0,073 2056,8 194,3 1856,8 279,3 1862,5 1577,5 532,5 495,0 

18 0,802 0,034 0,720 0,068 2101,8 181,8 1896,8 266,8 1920,0 1630,0 590,0 547,5 
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Konsentrasi Amilum 0,25% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 
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[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,450 0,030 0,433 0,038 1221,8 171,8 1179,3 191,8 1050,0 987,5 0,0 0,0 

3 0,485 0,031 0,547 0,040 1309,3 174,3 1464,3 196,8 1135,0 1267,5 85,0 280,0 

6 0,535 0,031 0,574 0,040 1434,3 174,3 1531,8 196,8 1260,0 1335,0 210,0 347,5 

9 0,552 0,030 0,587 0,034 1476,8 171,8 1564,3 181,8 1305,0 1382,5 255,0 395,0 

12 0,580 0,030 0,598 0,045 1546,8 171,8 1591,8 209,3 1375,0 1382,5 325,0 395,0 

18 0,593 0,030 0,602 0,040 1579,3 171,8 1601,8 196,8 1407,5 1405,0 357,5 417,5 
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Konsentrasi Amilum 0,125% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

y = 17,286x + 52,964
R² = 0,8956

y = 15,583x + 35,75
R² = 0,8634
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Substrat Amilum 0,125%

DI

TI

Linear (DI)

Linear (TI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,154 0,025 0,179 0,035 481,8 159,3 544,3 184,3 322,5 360,0 0,0 0,0 

3 0,202 0,029 0,204 0,036 601,8 169,3 606,8 186,8 432,5 420,0 110,0 60,0 

6 0,235 0,025 0,244 0,035 684,3 159,3 706,8 184,3 525,0 522,5 202,5 162,5 

9 0,256 0,031 0,277 0,042 736,8 174,3 789,3 201,8 562,5 587,5 240,0 227,5 

12 0,262 0,026 0,276 0,035 751,8 161,8 786,8 184,3 590,0 602,5 267,5 242,5 

18 0,285 0,025 0,287 0,035 809,3 159,3 814,3 184,3 650,0 630,0 327,5 270,0 
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Konsentrasi Amilum 0,0625% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

y = 10,131x + 3,5357
R² = 0,9339

y = 8,131x + 20,786
R² = 0,8707
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TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,075 0,025 0,102 0,037 284,3 159,3 351,8 189,3 125,0 162,5 0,0 0,0 

3 0,083 0,026 0,116 0,037 304,3 161,8 386,8 189,3 142,5 197,5 17,5 35,0 

6 0,103 0,027 0,138 0,034 354,3 164,3 441,8 181,8 190,0 260,0 65,0 97,5 

9 0,121 0,025 0,146 0,036 399,3 159,3 461,8 186,8 240,0 275,0 115,0 112,5 

12 0,134 0,026 0,150 0,036 431,8 161,8 471,8 186,8 270,0 285,0 145,0 122,5 

18 0,140 0,024 0,156 0,032 446,8 156,8 486,8 176,8 290,0 310,0 165,0 147,5 
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Nilai V0 kinetika 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[PT] (%) 
[PT] 

(mg/mL) 
TI ( y=mx+c) DI (y=mx+c) 

TI 

(V0) 

DI 

(V0) 

0,0625 0,625 y = 10,131x + 3,5357, R² = 0,9339 y = 8,131x + 20,786 , R² = 0,8707 10,131 8,131 

0,125 1,25 y = 17,286x + 52,964, R² = 0,8956 y = 15,583x + 35,75, R² = 0,8634 17,286 15,583 

0,25 2,50 y = 20,405x + 42,179, R² = 0,9051 y = 19,31x + 151,36 , R² = 0,6299 20,405 19,310 

0,5 5 y = 32,25x + 103,25 ,R² = 0,8692 y = 30,643x + 61,107 , R² = 0,9314 36,250 30,643 

1 10 y = 51,976x + 152,11 , R² = 0,8311 y = 43,726x + 86,857 , R² = 0,8931 51,976 43,726 
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Kinetika 2 

Konsentrasi 1% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

y = 51,952x + 146,46
R² = 0,833

y = 43,774x + 86,893
R² = 0,8922
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Substrat Amilum 1%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,453 0,112 0,380 0,181 1229,3 376,8 1046,8 549,3 852,5 497,5 0,0 0,0 

3 0,558 0,117 0,443 0,171 1491,8 389,3 1204,3 524,3 1102,5 680,0 250,0 182,5 

6 0,685 0,124 0,530 0,170 1809,3 406,8 1421,8 521,8 1402,5 900,0 550,0 402,5 

9 0,790 0,129 0,613 0,186 2071,8 419,3 1629,3 561,8 1652,5 1067,5 800,0 570,0 

12 0,824 0,132 0,678 0,190 2156,8 426,8 1791,8 571,8 1730,0 1220,0 877,5 722,5 

18 0,837 0,138 0,688 0,191 2189,3 441,8 1816,8 574,3 1747,5 1242,5 895,0 745,0 
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Konsentrasi Amilum 0,5% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

y = 32,417x + 101,5
R² = 0,8678

y = 30,619x + 57,964
R² = 0,9342
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Subsrat Amilum 0,5%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,560 0,028 0,504 0,069 1496,8 166,8 1356,8 269,3 1330,0 1087,5 0,0 0,0 

3 0,655 0,044 0,562 0,067 1734,3 206,8 1501,8 264,3 1527,5 1237,5 197,5 150,0 

6 0,711 0,035 0,623 0,073 1874,3 184,3 1654,3 279,3 1690,0 1375,0 360,0 287,5 

9 0,768 0,042 0,646 0,073 2016,8 201,8 1711,8 279,3 1815,0 1432,5 485,0 345,0 

12 0,785 0,040 0,705 0,074 2059,3 196,8 1859,3 281,8 1862,5 1577,5 532,5 490,0 

18 0,804 0,036 0,723 0,070 2106,8 186,8 1904,3 271,8 1920,0 1632,5 590,0 545,0 
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Konsentrasi 0,25% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

y = 20,405x + 42,179
R² = 0,9086

y = 19,202x + 150,96
R² = 0,6312
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Substrat Amilum 0,25%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,450 0,030 0,435 0,039 1221,8 171,8 1184,3 194,3 1050,0 990,0 0,0 0,0 

3 0,485 0,031 0,550 0,041 1309,3 174,3 1471,8 199,3 1135,0 1272,5 85,0 282,5 

6 0,536 0,031 0,574 0,040 1436,8 174,3 1531,8 196,8 1262,5 1335,0 212,5 345,0 

9 0,552 0,030 0,588 0,036 1476,8 171,8 1566,8 186,8 1305,0 1380,0 255,0 390,0 

12 0,580 0,032 0,598 0,045 1546,8 176,8 1591,8 209,3 1370,0 1382,5 320,0 392,5 

18 0,594 0,030 0,603 0,040 1581,8 171,8 1604,3 196,8 1410,0 1407,5 360,0 417,5 
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Konsentrasi 0,125% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

y = 17,155x + 53,179
R² = 0,893

y = 15,571x + 37,929
R² = 0,852
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Substrat Amilum 0,125%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,155 0,025 0,180 0,037 484,3 159,3 546,8 189,3 325,0 357,5 0,0 0,0 

3 0,203 0,029 0,205 0,037 604,3 169,3 609,3 189,3 435,0 420,0 110,0 62,5 

6 0,236 0,026 0,245 0,036 686,8 161,8 709,3 186,8 525,0 522,5 200,0 165,0 

9 0,258 0,031 0,277 0,043 741,8 174,3 789,3 204,3 567,5 585,0 242,5 227,5 

12 0,262 0,026 0,279 0,035 751,8 161,8 794,3 184,3 590,0 610,0 265,0 252,5 

18 0,286 0,026 0,287 0,037 811,8 161,8 814,3 189,3 650,0 625,0 325,0 267,5 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


70 
 

 
 

Konsentrasi Amilum 0,0625% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

y = 10,202x + 1,7143
R² = 0,9353

y = 8,5357x + 19,214
R² = 0,8781
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TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,075 0,025 0,103 0,037 284,3 159,3 354,3 189,3 125,0 165,0 0,0 0,0 

3 0,083 0,027 0,117 0,038 304,3 164,3 389,3 191,8 140,0 197,5 15,0 32,5 

6 0,102 0,027 0,138 0,034 351,8 164,3 441,8 181,8 187,5 260,0 62,5 95,0 

9 0,121 0,026 0,148 0,036 399,3 161,8 466,8 186,8 237,5 280,0 112,5 115,0 

12 0,134 0,026 0,156 0,037 431,8 161,8 486,8 189,3 270,0 297,5 145,0 132,5 

18 0,140 0,024 0,159 0,033 446,8 156,8 494,3 179,3 290,0 315,0 165,0 150,0 
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Nilai V0 kinetika 2 

[PT] (%) 
[PT] 

(mg/mL) TI ( y=mx+c) DI (y=mx+c) TI (V0) DI (V0) 

0,0625 0,625 y = 10,202x + 1,7143 , R² = 0,9353 y = 8,5357x + 19,214, R² = 0,8781 10,202 8,536 

0,125 1,25 y = 17,155x + 53,179 , R² = 0,893 y = 15,571x + 37,929, R² = 0,852 17,155 15,571 

0,25 2,50 y = 20,405x + 42,179 , R² = 0,9086 y = 19,202x + 150,96 , R² = 0,6312 20,405 19,202 

0,5 5 y = 32,417x + 101,5 , R² = 0,8678 y = 30,619x + 57,964 , R² = 0,9342 32,417 30,619 

1 10 y = 51,952x + 146,46 , R² = 0,833 y = 43,774x + 86,893 , R² = 0,8922 51,952 43,774 
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Kinetika 3 

Konsentrasi Amilum 1% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

y = 51,869x + 149,21
R² = 0,8295

y = 43,167x + 76,75
R² = 0,8987
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Substrat Amilum 1%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(µM) 

[S]0 

(µM) 

0 0,454 0,114 0,389 0,182 1231,8 381,8 1069,3 551,8 850,0 517,5 0,0 0,0 

3 0,559 0,118 0,445 0,172 1494,3 391,8 1209,3 526,8 1102,5 682,5 252,5 165,0 

6 0,686 0,124 0,532 0,171 1811,8 406,8 1426,8 524,3 1405,0 902,5 555,0 385,0 

9 0,791 0,129 0,614 0,187 2074,3 419,3 1631,8 564,3 1655,0 1067,5 805,0 550,0 

12 0,826 0,135 0,679 0,191 2161,8 434,3 1794,3 574,3 1727,5 1220,0 877,5 702,5 

18 0,839 0,141 0,690 0,191 2194,3 449,3 1821,8 574,3 1745,0 1247,5 895,0 730,0 
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Konsentrasi Amilum 0,5% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

y = 32,298x + 102,04
R² = 0,8672

y = 30,726x + 53,357
R² = 0,938
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Substrat Amilum 0,5%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,562 0,029 0,506 0,070 1501,8 169,3 1361,8 271,8 1332,5 1090,0 0,0 0,0 

3 0,657 0,045 0,563 0,069 1739,3 209,3 1504,3 269,3 1530,0 1235,0 197,5 145,0 

6 0,713 0,035 0,623 0,077 1879,3 184,3 1654,3 289,3 1695,0 1365,0 362,5 275,0 

9 0,769 0,042 0,648 0,075 2019,3 201,8 1716,8 284,3 1817,5 1432,5 485,0 342,5 

12 0,784 0,040 0,708 0,076 2056,8 196,8 1866,8 286,8 1860,0 1580,0 527,5 490,0 

18 0,806 0,037 0,725 0,072 2111,8 189,3 1909,3 276,8 1922,5 1632,5 590,0 542,5 
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Konsentrasi 0,25% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

y = 20,75x + 40,25
R² = 0,91

y = 19,381x + 152,04
R² = 0,6333
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Subtrat Amilum 0,25%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,451 0,031 0,435 0,040 1224,3 174,3 1184,3 196,8 1050,0 987,5 0,0 0,0 

3 0,487 0,034 0,551 0,042 1314,3 181,8 1474,3 201,8 1132,5 1272,5 82,5 285,0 

6 0,538 0,034 0,575 0,040 1441,8 181,8 1534,3 196,8 1260,0 1337,5 210,0 350,0 

9 0,553 0,031 0,588 0,037 1479,3 174,3 1566,8 189,3 1305,0 1377,5 255,0 390,0 

12 0,584 0,033 0,599 0,046 1556,8 179,3 1594,3 211,8 1377,5 1382,5 327,5 395,0 

18 0,595 0,030 0,604 0,040 1584,3 171,8 1606,8 196,8 1412,5 1410,0 362,5 422,5 
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Konsentrasi 0,125% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

y = 17,083x + 53,75
R² = 0,8896

y = 15,238x + 38,929
R² = 0,8455
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TI
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Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,158 0,027 0,182 0,038 491,8 164,3 551,8 191,8 327,5 360,0 0,0 0,0 

3 0,205 0,030 0,206 0,037 609,3 171,8 611,8 189,3 437,5 422,5 110,0 62,5 

6 0,238 0,026 0,247 0,036 691,8 161,8 714,3 186,8 530,0 527,5 202,5 167,5 

9 0,259 0,031 0,277 0,044 744,3 174,3 789,3 206,8 570,0 582,5 242,5 222,5 

12 0,263 0,027 0,279 0,035 754,3 164,3 794,3 184,3 590,0 610,0 262,5 250,0 

18 0,288 0,027 0,287 0,038 816,8 164,3 814,3 191,8 652,5 622,5 325,0 262,5 
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Konsentrasi 0,0625% 

 

 

 

 

 

 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

y = 10,095x - 1,1786
R² = 0,9416

y = 8,4405x + 21,643
R² = 0,8719
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Substrat Amilum 0,0625%

TI

DI

Linear (TI)

Linear (DI)

Waktu 

(menit) C+ C- S+ S- 

[C+] 

(μM) 

[C-] 

(μM) 

[S+] 

(μM) 

[S-] 

(μM) 

[C] 

(μM) 

[S] 

(μM) 

[C]0 

(μM) 

[S]0 

(μM) 

0 0,079 0,026 0,103 0,038 294,3 161,8 354,3 191,8 132,5 162,5 0,0 0,0 

3 0,085 0,028 0,117 0,037 309,3 166,8 389,3 189,3 142,5 200,0 10,0 37,5 

6 0,105 0,028 0,140 0,036 359,3 166,8 446,8 186,8 192,5 260,0 60,0 97,5 

9 0,122 0,027 0,149 0,038 401,8 164,3 469,3 191,8 237,5 277,5 105,0 115,0 

12 0,136 0,027 0,157 0,038 436,8 164,3 489,3 191,8 272,5 297,5 140,0 135,0 

18 0,142 0,024 0,159 0,034 451,8 156,8 494,3 181,8 295,0 312,5 162,5 150,0 
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Nilai V0 kinetika 3 

[PT] (%) 
[PT] 

(mg/mL) 
TI ( y=mx+c) DI (y=mx+c) TI (V0) DI (V0) 

0,0625 0,625 y = 10,095x - 1,1786 , R² = 0,9416 y = 8,4405x + 21,643, R² = 0,8719 10,095 8,441 

0,125 1,25 y = 17,083x + 53,75 , R² = 0,8896 y = 15,238x + 38,929 , R² = 0,8455 17,083 15,238 

0,25 2,50 y = 20,75x + 40,25 , R² = 0,91 y = 19,381x + 152,04 , R² = 0,6333 20,750 19,381 

0,5 5 y = 32,298x + 102,04 , R² = 0,8672 y = 30,726x + 53,357 , R² = 0,938 32,298 30,726 

1 10 y = 51,869x + 149,21 ,  R² = 0,8295 y = 43,167x + 76,75 , R² = 0,8987 52,560 43,167 
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4.4.2 Nilai Km dan Vmax 

Nilai Km dan Vmax diperoleh melalui plot Lineweaver-Burk  

1

𝑣0

=
𝐾𝑀

𝑉max [𝑆]
+

[𝑆]

𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]
 

y = mx + c 

Vmax = 
1

c
   

Vmax    µM/menit 

Km = m × Vmax   mg/mL 

 

Plot Lineweaver-Burk tanpa inhibitor. 

[PT] 

(mg/mL) 
TI(V0)(µM/menit) 1/[PT] 

(mg/mL)-1 

TI(1/V0) (µM/menit)-1 

1 2 3 1 2 3 

0,625 10,131 10,202 10,095 1,600 0,099 0,098 0,099 

1,25 17,286 17,155 17,083 0,800 0,058 0,058 0,059 

2,5 20,405 20,405 20,750 0,400 0,049 0,049 0,048 

5 36,250 32,417 32,298 0,200 0,028 0,031 0,031 

10 51,976 51,952 52,560 0,100 0,019 0,019 0,019 

 

 

 

 

 

y = 0,0503x + 0,0193
R² = 0,9678

y = 0,0489x + 0,0207
R² = 0,9674

y = 0,0498x + 0,0203
R² = 0,9719

-0,100

-0,050

0,000

0,050

0,100

0,150

-2,000 -1,000 0,000 1,000 2,000

1
/V

0
(µ

M
/m

en
it

)-1

1/[S] (mg/mL)-1

Plot lineweaver-Burk Tanpa Inhibitor

TI 1

TI 2

TI 3
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Plot Lineweaver-Burk dengan inhibitor. 

[PT] 

(mg/mL) 

DI(V0) 1/[PT] 

(mg/mL)-1 

DI (1/V0) 

1 2 3 1 2 3 

0,625 8,131 8,536 8,441 1,600 0,123 0,117 0,118 

1,25 15,583 15,571 15,238 0,800 0,064 0,064 0,066 

2,5 19,310 19,202 19,381 0,400 0,052 0,052 0,052 

5 30,643 30,619 30,726 0,200 0,033 0,033 0,033 

10 43,726 43,774 43,167 0,100 0,023 0,023 0,023 

 

 

 

Plot Lineweaver-Burk penggabungan dari masing masing plot tanpa inhibitor dan 

dengan plot dengan inhibitor digunakan untuk mengetahui tipe inhibisi α-amilase 

dan mengetahui nilai KM dan Vmax. 

Plot Lineweaver-Burk 1 

[PT] 

(mg/mL) 
TI (V0) DI (V0) 1/[PT] (mg/mL) TI (1/V0) DI(1/V0) 

0,625 10,131 8,131 1,600 0,099 0,123 

1,25 17,286 15,583 0,800 0,058 0,064 

2,50 20,405 19,310 0,400 0,049 0,052 

5 36,250 30,643 0,200 0,028 0,033 

10 51,976 43,726 0,100 0,019 0,023 

 

 

y = 0,0639x + 0,0193
R² = 0,9842

y = 0,06x + 0,0206
R² = 0,9836

y = 0,0611x + 0,0204
R² = 0,9875

-0,100

-0,050

0,000

0,050

0,100

0,150

-2,000 -1,000 0,000 1,000 2,000

1
/V

0
(µ

M
/m

en
it

)-
1

1/[S](mg/mL)-1

Plot Lineweaver-Burk Dengan Inhibitor

DI 1

DI 2

DI 3
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*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

Plot Lineweaver-Burk 2 

[PT] 

(mg/mL) 
TI (V0) DI (V0) 1/[PT](mg/mL) TI (1/V0) DI(1/V0) 

0,625 10,202 8,536 1,600 0,098 0,117 

1,25 17,155 15,571 0,800 0,058 0,064 

2,50 20,405 19,202 0,400 0,049 0,052 

5 32,417 30,619 0,200 0,031 0,033 

10 51,952 43,774 0,100 0,019 0,023 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

 

 

 

y = 0,0503x + 0,0193
R² = 0,9678

y = 0,0639x + 0,0193
R² = 0,9842

-0,100

-0,050

0,000

0,050

0,100

0,150

-2,000 -1,000 0,000 1,000 2,000

1
/V

0

1/[S]

Plot Lineweaver-Burk 1

DI

TI

Linear (DI)

Linear (TI)

y = 0,0489x + 0,0207
R² = 0,9674

y = 0,06x + 0,0206
R² = 0,9836
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-0,050

0,000
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0,100
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Linear (TI)

Linear (DI)
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Plot Lineweaver-Burk 3 

[PT] 

(mg/mL) 
TI (V0) DI (V0) 1/[PT] (mg/mL) TI (1/V0) DI(1/V0) 

0,625 10,095 8,441 1,600 0,099 0,118 

1,25 17,083 15,238 0,800 0,059 0,066 

2,50 20,750 19,381 0,400 0,048 0,052 

5 32,298 30,726 0,200 0,031 0,033 

10 52,560 43,167 0,100 0,019 0,023 

 

 

*DI : Dengan Inhibitor , TI : Tanpa Inhibitor 

Nilai Km dan Vmax α-amilse      

Enzim 
Lineweaver-Burk 

Vmax 

(µM/menit) 

Km  

(mg/mL) 

TI DI TI DI TI DI 

α-amilse 

y = 0,0503x + 0,0193 , 

R² = 0,9678 

y = 0,0639x + 0,0193 , 

R² = 0,9842 
51,81 51,81 2,61 3,31 

y = 0,0489x + 0,0207 , 

R² = 0,9674 

y = 0,06x + 0,0206,   

R² = 0,9836 
48,31 48,54 2,36 2,91 

y = 0,0498x + 0,0203, 

R² = 0,9719 

y = 0,0611x + 0,0204, 

R² = 0,9875 
49,26 49,02 2,45 3,00 

Rata rata 49,79 49,79 2,47 3,07 

SD ±1,81 ±1,77 ±0,12 ±0,21 

 

 

 

 

y = 0,0498x + 0,0203
R² = 0,9719

y = 0,0611x + 0,0204
R² = 0,9875

-0,100

-0,050

0,000

0,050

0,100

0,150

-2,000 -1,000 0,000 1,000 2,000

1
/V

0

1/[S]

Plot Lineweaver-Burk 3
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Lampiran 4. 5 Pembuatan dan perhitungan aktivitas α-amilase  

4.5.1 Pembuatan Larutan α-amilase. 

Satuan U (unit) padatan α-amilase dalam penelitian ini didefinisikan sebagai 1 mg 

maltosa yang dihasilkan dari hidrolisis amilum  dalam waktu 3 menit pada pH 6,9 

dan suhu 20℃  

[enzim] = 21,6 U/mg padatan 

= 
21,6 

𝑚𝑔 𝑚𝑎𝑙𝑡𝑜𝑠𝑎
3 𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡⁄

𝑚𝑔 𝑝𝑎𝑑𝑎𝑡𝑎𝑛
 

= 
7,2 

𝑚𝑔 𝑚𝑎𝑙𝑡𝑜𝑠𝑎
𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡⁄

𝑚𝑔 𝑝𝑎𝑑𝑎𝑡𝑎𝑛
 

Konversi satuan mg ke µmol 

= 
7,2 ∙ 10−3𝑔 𝑚𝑎𝑙𝑡𝑜𝑠𝑎

𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡⁄

342,3 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄ ∙ 𝑚𝑔 𝑝𝑎𝑑𝑎𝑡𝑎𝑛
 

= 
0,021 ∙ 10−3 𝑚𝑜𝑙 𝑚𝑎𝑙𝑡𝑜𝑠𝑎

𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡⁄

𝑚𝑔 𝑝𝑎𝑑𝑎𝑡𝑎𝑛
 ×  

106µ𝑚𝑜𝑙
𝑚𝑜𝑙

⁄  

= 
21,0 

µ𝑚𝑜𝑙
𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡⁄

𝑚𝑔 𝑝𝑎𝑑𝑎𝑡𝑎𝑛
 

= 21,0 U/mg padatan 

4.5.2 Pembuatan α-amilase 0,7 U/mL 

[0,5 mg padatan enzim] = 
0,5 𝑚𝑔 ×21,0 𝑈

1 𝑚𝑔
 

= 10,5 U 

0,5 mg padatan enzim dilarutkan dalam 2 mL buffer fosfat 0,02 M pH 6,9 

10,5 𝑈

2 𝑚𝐿
   = 5,25 U/mL 

Pengenceran: 

M1 . V1  = M2 . V2 

5,25 U/mL . V1 = 0,7 U/mL . 2000 µL 

V1   = 266,7 µL 

4.5.3 Perhitungan aktivitas α-amilase 

[C+]-[C-] = 967,5 µM 

Konversi satuan µM ke 
𝑔

𝑚𝐿⁄  
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967,5 µM  = 967,5 × 10-6  𝑚𝑜𝑙
𝐿⁄  

  = molar maltosa × Mr maltosa 

  = 967,5 × 10-6 𝑚𝑜𝑙
𝐿⁄  × 342,3 

𝑔
𝑚𝑜𝑙⁄  

  = 0,331 
𝑔

𝐿⁄  

  = 0,331 
𝑚𝑔

𝑚𝐿⁄  

 

Aktivitas enzim  = 
𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘 × 𝐹𝑃 × 

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑉𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚

𝑀𝑟 𝑚𝑎𝑙𝑡𝑜𝑠𝑎 ×𝑤𝑎𝑘𝑡𝑢 𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑠𝑖
 

   = 
(0,331 

𝑚𝑔
𝑚𝐿 ⁄  × 10−3 

𝑔
𝑚𝑔⁄ )× 

160 𝜇𝐿

55 𝜇𝑙
 × 

960 𝜇𝐿

240 𝜇𝐿

342,3 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄  ×15 𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡 
  

   = 
3,851 × 10−3 𝑔

𝑚𝐿⁄

342,3 
𝑔

𝑚𝑜𝑙⁄  ×15 𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡
 

   = 7,501 × 10 -7 𝑚𝑜𝑙
𝑚𝐿 .  𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡⁄  

   = 7,501 × 10 -7 𝑚𝑜𝑙
𝑚𝐿 .  𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡⁄  × 10-6  

𝜇𝑚𝑜𝑙
𝑚𝑜𝑙⁄  

   = 0,750 
𝜇𝑚𝑜𝑙

𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡. 𝑚𝐿⁄  

   = 0,750 𝑈 𝑚𝐿⁄  
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