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Abstract 
Karas tulang plant (Chloranthus erectus) is a medicinal plant that has been used in several areas such as China and 

Southeast Asia. There has been no research regarding the potential of bone karas leaves as an antidiabetic through 

inhibiting the α-glucosidase enzyme from the ethanol extract of bone karas leaves. Inhibition of the α-glucosidase enzyme 

can work due to the presence of phytochemical compounds, such as flavonoids, saponins, tannins and quinones. This is 

because the phytochemical compounds contained therein can act as antidiabetic agents to prevent hyperglycemia in 

diabetes sufferers. This research aims to identify chemical compounds and the activity of the α-glucosidase enzyme in the 

ethanol extract of leaves contained in karas bone leaves. The thin layer chromatography method was used to screen 

phytochemical chemicals for alkaloids, flavonoids, saponins and tannins. The ELISA reader 405 nm method was used to 

test the inhibition of the α-glucosidase enzyme. The substrate used was p-NPG while the comparison used was acarbose 

tablets. The results of this research were that the IC50 value for the extract was 30.541 𝝁g/mL while for acarbose it was 

3.873 𝝁g/mL. From these results it can be concluded that the inhibitory power of the α-glucosidase enzyme is in the active 

category, while that of acarbose is in the very active category. 
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Abstrak 

Tanaman Karas Tulang (Chloranthus erectus) merupakan tanaman obat yang telah digunakan di beberapa 

daerah seperti China dan Asia Tenggara. Belum terdapat penelitian mengenai potensi daun karas tulang 

sebagai antidiabetes melalui penghambatan enzim α-glukosidase esktrak etanol daun karas tulang. 

Penghambatan enzim α-glukosidase dapat bekerja karena adanya senyawa fitokimia, seperti flavonoid, 

saponin, tanin, dan kuinon. Hal tersebut dikarenakan senyawa fitokimia yang terkandung didalamnya dapat 

sebagai agen antidiabetik untuk mencegah hiperglikemia pada penderita diabetes. Penelitian ini bertujuan 

untuk mengidentifikasi senyawa kimia dan aktivitas enzim α-glukosidase dalam ekstrak etanol daun yang 

terdapat dalam daun karas tulang. Metode kromatografi lapis tipis digunakan untuk skrining fitokimia bahan 

kimia alkaloid, flavonoid, saponin, dan tannin. Metode ELISA reader 405 nm digunakan untuk uji 

penghambatan enzim α-glukosidase. Substrat yang digunakan adalah p-NPG sedangkan pembanding yang 

digunakan adalah tablet akarbosa. Hasil dari penelitian ini adalah nilai IC50 pada ekstrak sebesar 30,541 𝝁g/mL 

sedangkan pada akarbosa sebesar 3,873 𝝁g/mL. Dari hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa daya 

penghambatan enzim α-glukosidase termasuk kategori aktif sedangkan untuk akarbosa termasuk kategori 

sangat aktif. 

 
Kata Kunci :   Antidiabetes, Daun Karas Tulang , Ekstrak Etanol , Enzim α-glukosidase, ELISA reader, IC50. 
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Pendahuluan 
 Kementerian Kesehatan mencatat sebanyak 13% atau 35 juta dari 279 juta masyarakat Indonesia yang 

menderita diabetes melitus dan akan terus meningkat. Diebetes melitus merupakan kelainan yang 

berhubungan dengan seksresi insulin, aktivitas insulin, atau keduanya. Ciri khas dari penyakit ini adalah 

meningkatnya kadar glukosa darah [1]. Saat ini masih belum terdapat pengobatan diabetes yang terbukti 

dapat menyembuhkan dan hanya bertujuan untuk pemeliharaan dan peningkatan kualitas hidup pasien [2]. 

Diabetes melitus digolongkan menjadi 4, yaitu DM tipe 1, DM tipe 2, gestasional, dan DM tipe lain yang 

mungkin seperti sindrom diabetes menogemik [3]. Glukosa dalam tubuh terbentuk dengan adanya bantuan 

dari enzim α-glukosidase [4]. Inhibitor enzim α-glukosidase dapat menghambat pembebasan α-glukosidase 

dari karbohidrat kompleks makanan dan menunda penyerapan glukosa setelah makan [5]. 

Manajemen pengendalian diabetes melitus masih mengalami banyak kendala yang disebabkan oleh 

banyak faktor. Hal tersebut dilihat dari kasus diabetes melitus yang terus meningkat setiap tahunnya [1]. 

Terapi diabetes melitus sekarang ini berupa obat-obatan yang dikaitkan dengan efek sampingnya, seperti 

diare, perut kembung, sakit perut, dan lain sebagainya. Oleh karena itu, perlu penelitian mendalam mengenai 

obat herbal yang memiliki proses produksi dengan dana yang lebih rendah dan efek samping yang minimal 

[6]. Salah satu tanaman herbal yang sudah digunakan di beberapa daerah seperti China dan Asia Tenggara 

adalah tanaman karas tulang (Chlorantus erectus). Masyarakat sering menggunakan tanaman ini untuk obat 

sakit pinggang dan masalah persendian [7]. Pada penelitian sebelumnya, tanaman genus Chlorantus memliki 

aktivitas antiinflamasi, antitumor, aktivitas neuroprotektif, aktivitas pengaturan metabolisme glukosa, 

antimalaria, dan aktivitas hepatoprotektif. Namun, belum terdapat penelitian khusus yang menyatakan 

bahwa daun karas tulang (Chloranthus erectus) dapat digunakan sebagai obat untuk mencegah diabetes 

melitus melalui penghambatan enzim α-glukosidase. Daun dan ranting tanaman karas tulang (Chloranthus 

erectus) memiliki berbagai fitokimia, yaitu alkaloid, flavonoid, saponin, kuinon, dan steroid. Dari penelitian 

tersebut disimpulkan bahwa tanaman karas tulang berpotensi menjadi antioksaidan alami [8]. 

Pada penelitian sebelumnya mengenai tanaman dengan genus yang sama yaitu Chlorantus pituranthos 

disimpulkan bahwa tanaman tersebut dapat menurunkan kadar gula darah dengan merangsang sekresi 

insulin pankreas yang meningkatkan penyimpanan lipid dan trigliserida untuk mengendalikan hiperglikemia 

[9]. Selain itu, pada penelitian sebelumnya, senyawa fitokimia yang terdapat pada tanaman karas tulang 

(Chloranthus erectus), seperti flavonoid, saponin, tannin dan kuinon dapat berperan dalam proses 

menghambatan enzim α-glukosidase. Mekanisme kerja dari senyawa- senyawa tersebut adalah dapat 

menghambat enzim α-glukosidase sehingga hiperglikemia pada penderita diabetes melitus dapat dicegah. 

Senyawa flvonoid dan alkaloidnya diduga dapat berperan pada proses penghambatan enzim α-glukosidase 

[7]. Dengan demikian, penelitian mengenai Chloranthus erectus tidak hanya berkontribusi pada pengembangan 

terapi baru untuk penyakit diabetes yang terus meningkat setiap tahunnya, tetapi juga memperkuat 

pentingnya eksplorasi tanaman obat sebagai bagian dari pendekatan kesehatan yang holistik. Penelitian ini 

bertujuan untuk menguji dan mengkaji efektivitas ekstrak etanol daun karas tulang (Chloranthus erectus) 

dalam proses penghambatan enzim α-glukosidase serta mengetahui kadungan senyawa kimia di dalamnya. 
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Metode Penelitian 

Penelitian eksperimental ini dilakukan secara in vitro dengan bantuan instrumen untuk mengetahui 

aktivitas penghambatan ekstrak etanol daun karas tulang (Chloranthus erectus) terhadap enzim α-glukosidase. 

 

Bahan dan Alat 

Alat yang diperlukan adalah batang pengaduk, kertas saring, bejana kaca, mesin penghalus (Philips®), 

cawan porselen, mortir, stemper, corong pisah (buchner), rotary evaporator (Laborata 400 Heidolph E-wB 

Eco®), gelas arloji, gelas kimia (Phyrex®), microtube 0,5 ml (biologix®), microplate 96 well (costar®), pipet 

microliter (Eppendorf®), pipet tetes (Pyrex®), micropipet (socorex®), ELISA reader (Biotek ELX 800®), gelas 

ukur (Phyrex®), labu takar (Phyrex®), kulkas, pipet volume (Phyrex®), sendok tanduk, dan neraca analitik 

(Ohaous®). 

Bahan yang diperlukan adalah daun karas tulang (Chloranthus erectus), aquadest, buffer fosfat, enzim α 

glukosidase (Sigma Aldrich, USA), etanol 70%, etanol 96%, p-nitrofenil-α-D-glukopiranosida (pNPG) (Sigma 

Aldrich, USA), 4-nitrofenol, dimetil sulfoksida (DMSO) (Merck), akarbosa 50 mg (OGB dexa), bovine serum 

albumin (BSA), natrium hikdroksida (NaOH), natrium karbonat (Na2CO3) (Merck), kalium dihidrogen fosfat 

(KH2PO4). 

 

Preparasi Sampel 

Daun karas tulang ditimbang sebanyak 2000 gram, kemudian dilakukan sortasi basah. Dibersihkan 

menggunakan air kemudian dioven hingga kering pada suhu 600C selama 24 jam. selanjutnya, dihaluskan 

daun yang sudah kering tersebut menggunakan blender dan dilakukan sortasi kering [10]. 

 

Ekstraksi sampel  

Ekstrak daun karas tulang dibuat dengan metode maserasi. Daun karas tulang yang sudah kering dan 

halus kemudian direndam menggunakan etanol 70% di bejana kaca yang tertutup rapat. Maserasi dilakukan 

sebanyak 3 x @24 jam. Setiap maserasi akan menghasilkan rendemen yang selanjutnya disaring menggunakan 

corong Buchner untuk menghasilkan maserat. Selanjutnya dipisahkan pelarut dan maserat dengan rotary 

evaporator untuk mendapatkan ekstraks kering [10]. 

 

Penyiapan Larutan Uji 

Larutan Buffer Fosfat (pH 6,8) 

Dilarutkan serbuk potassium dihydrogen fosfat (KH2PO4) 1,5 gram ke dalam 50 mL larutan aquadest. 

kemudian dihomogenkan, selanjutnya larutan tersebut ditambahkan NaOH 0,1 N secara perlahan kemudian 

dengan menggunakan kertas pH sehingga diperoleh pH 6,8. Selanjunya, ditambah air bebas CO2 hingga 

volumenya menjadi 200 mL [10]. 

 

Larutan BSA 

Dilarutkan serbuk Bovine Serum albumin (BSA) 100 mg ke dalam 50 mL buffer fosfat pH 6,8 yang telah 

dibuat sebelumnya [10]. 

 

Larutan Enzim α-glukosidase 

Konsentrasi enzim yang tersedia adalah sebesar 10 U/mL. Dari konsentrasi tersebut dibuat menjadi 0,05 

U/mL dengan cara diambil enzim sebanyak 50 𝜇L kemudian ditambahkan larutan BSA sampai volumenya 10 

mL [10]. 

 

Larutan Natrium Karbonat (Na2CO3) 

Satu gram serbuk Na2CO3 dilarutkan ke dalam 50 mL aquadest [10]. 

 

Larutan p-Nitrofenil 𝜶-D-glukopiranosida (p-NPG)  

Serbuk p-Nitrofenil 𝛼-D glukopiranosida 60 mg dilarutkan dalam 10 mL aqua pro injection sehingga 

diperoleh konsentrasi 20 mM [10]. 
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Penyiapan Larutan Ekstrak Etanol Daun Karas Tulang 

larutan stok 4% esktrak dibuat dengan melarutkan 200 mg ekstrak daun karas tulang ke dalam 5 mL 

DMSO. Larutan strok 4 % tersebut kemudian dijadikan beberapa variasi konsentrasi, yaitu 2; 1,5; 1; 0,5; dan 

0,25%. Larutan seri konsentrasi 2% dibuat dengan mengambil 2,5 mL larutan stok 4% kemudian di ad 5 mL 

DMSO. Selanjutnya dibuat seri konsentrasi 1,5; 1; 0,5; dan 0,25% [10].  

 

Penyiapan Larutan Akarbosa 

Empat tablet akarbosa 50 mg dihaluskan kemudian ditimbang sebanyak 200 mg. Selanjutnya, serbuk 

akarbosa dilarutkan dalam buffer fosfat pH 6,8 dan HCl 2 N dengan perbandingan 1:1 hingga volumenya 5 

mL [10]. 

 

Pembuatan Larutan Kurva Baku p-nitrofenol  

Sebanyak 14 mg p-Nitrofenil 𝛼-D glukopiranosida dilarutkan ke dalam 10 mL dapar fosfat pH 6,8 

sehingga diperoleh konsentrasi 10 mM. Kemudian dibuat 7 seri konsentrasi larutan yang berbeda dengan 

masing-masing konsentrasi yaitu 30; 60; 90; 120; 150; dan 180 𝜇M [10]. 

 

Uji skrining fitokimia 

Uji kandungan senyawa fitokimia yang diuji adalah flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, dan tannin. 

Pengujian tersebut dilakukan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Pada metode KLT digunakan 

plat silika GF254 dengan ukuran 7 x 1 cm. Fase gerak (eluen) yang digunakan yaitu n-Heksana : Etil Asetat 

(7:3). Ekstrak daun karas tulang sebanyak 10 mg dilarutkan menggunakan 1 mL etanol 96% kemudian 

ditotolkan pada plat KLT yang kemudian dilakukan elusi dengan eluen di atas [11]. 

 

Identifikasi senyawa alkaloid 

Ekstrak ditotolkan pada plat silika GF254 selanjutnya dielusi menggunakan eluen yang sesuai dan dengan 

penampak noda reagen Dragendroff. Ditandai pada plat KLT adanya noda warna jingga-merah [11]. 

 

Identifikasi senyawa flavonoid  

Ekstrak ditotolkan pada plat silika GF254 selanjutnya dielusi menggunakan eluen dan diberi penampak 

noda pereaksi AlCl3 1%. Pada plat KLT ditunjukkan dengan terbentuknya noda berwarna kuning kecokelatan 

[11]. 

 

Identifikasi senyawa saponin  

Ekstrak ditotolkan pada plat silika GF254 kemudian dielusi menggunakan eluen yang sesuai dan dengan 

penampak noda pereaksi Lieberman-Burchard. Deteksi pada plat KLT ditunjukkan dengan terbentuknya 

noda berwarna hijau-biru [11]. 

 

Identifikasi senyawa tannin  

Ekstrak ditotolkan pada plat silika GF254  selanjutnya dielusi menggunakan eluen dan digunakan 

penampak noda yaitu pereaksi FeCl3. Ditunjukkan pada plat KLT dengan noda warna hitam [11]. 

 

Uji penghambatan enzim α-glukosidase 

Pengujian Blanko  

Disiapkan kombinasi yang mengandung 25 μL p-nitrofenil glukopiranosida sebagai substrat, 1 μL 

DMSO, dan 49 μL buffer fosfat pH 6,8. Setelah mencampur bahan-bahan dan menginkubasi dengan suhu 

37°C selama lima menit, kemudian dilakukan penambahan 25 μL larutan buffer fosfat pH 6,8 dan diinkubasi 

lagi selama lima belas menit pada suhu yang sama. Kemudian Na2CO3 100 μL. Setelah itu, absorbansi sampel 

ditentukan menggunakan pembaca ELISA yang diatur untuk beroperasi pada gelombang 405 nm [12]. 

 

Pengujian Kontrol 

Larutan kontrol dibuat dari campuran yang mengandung 25 μL p-nitrofenil glukopiranosida sebagai 

substrat, 1 μL DMSO, dan 49 μL dapar fosfat pH 6,8. Bahan-bahan tersebut dicampur kemudian diinkubasi 

pada suhu 37 ℃  selama 5 menit dan ditambahkan 25 μL larutan enzim kemudian diinkubasi pada suhu yang 
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sama selama 15 menit. Ditambahkan 100 μL Na2CO3 200 mM ke dalam larutan yang telah diinkubasi dan 

selanjutnya diukur absorbansinya menggunakan ELISA reader 405 nm [12]. 

 

Pengujian S1 

Larutan S1 dibuat dari campuran yang berisi 1 𝜇L ekstrak daun karas tulang, p-nitrofenil glukopiranosida 

sebagai substrat 25 𝜇L, dan buffer fosfat pH 6,8 49 𝜇L. Bahan-bahan tersebut dicampurkan dan selanjutnya 

diinkubasi selama lima menit dengan suhu 37℃. Kemudian ditambahkan larutan enzim 25 𝜇L dan diinkubasi 

pada suhu yang sama selama 15 menit. Kemudian ditambahkan 100 𝜇L Na2CO3 200 mM untuk menghentikan 

proses reaksi. Sampel tersebut diukur serapannya menggunakan ELISA reader 405 nm [12]. 

 

Pengujian S0  

Larutan S0 dibuat dari campuran yang berisi 1 𝜇L ekstrak daun karas tulang, p-nitrofenil 

glukopiranosida sebagai substrat sebanyak 25 𝜇L, dan buffer fosfat pH 6,8 49 𝜇L. Bahan-bahan tersebut 

dicampurkan dan kemudian diinkubasi selama 5 menit pada suhu 37℃. Selanjutnya ditambahkan larutan 

buffer fosfat pH 6,8 sebanyak 25 𝜇L dan diinkubasi kembali pada suhu yang sama selama 15 menit. Reaksi 

yang terjadi dihentikan dengan menambahkan 100 𝜇L Na2CO3 200 mM. Sampel yang terbentuk kemudian 

diukur serapannya menggunakan ELISA reader 405 nm [12]. 

 

Analisis Data 

Uji kandungan senyawa fitokimia dilakukan dengan perhitungan nilai Rf dengan rumus: 

 

𝑁𝑖𝑙𝑎𝑖 𝑅𝑓 =  
𝑗𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡

𝑗𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛
  

 

Uji penghambatan enzim α-glukosidase dianalisis datanya setelah absorbansi didapatkan dari pembaan 

menggunakan instrumen. Setelah diperoleh data absorbansi, dilakukan perhitungan % inhibisi dengan rumus 

berikut:  

 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑖 =
𝑎bsorbansi 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 (𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜) − 𝑎bsorbansi 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (S1 − S0)

𝑎bsorbansi 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 (𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜)
 𝑥 100% (2) 

 

 

Sebelum dihitung nilai IC50, perlu mengetahui rumus persamaan regresi linier berikut 

 

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 (3) 

 

Keterangan : 

y = % inhibisi  

x = konsentrasi sampel  

 

Nilai IC50 dihitung mengguanakan rumus sebagai berikut :  

 

𝐼𝐶50  =
50 − 𝑎

𝑏
 

 
(4) 

 

Hasil dan Pembahasan 

Ekstraksi 

Ekstraksi bahan dilakukan dengan prosedur maserasi dengan pelarut etanol 70%. Kemampuan 

mengekstrak bahan aktif yang tidak tahan panas menjadi salah satu keunggulan metode maserasi. Selain itu, 

teknik ini mudah digunakan dan hanya memerlukan peralatan dasar. Karena etanol 70% merupakan pelarut 

yang dapat mengekstrak zat yang larut dalam pelarut polar maupun nonpolar, maka etanol 70% 

dimanfaatkan sebagai pelarut [13]. Dari 2000 gram daun karas tulang diperoleh rendemen ekstrak sebanyak 

256,35 gram. Rendemen ekstrak dari hasil ekstraksi yang diperoleh sebesar 12,92%. Perhitungan rendemen 

(1) 
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tidak dapat mengidentifikasi jenis molekul tertentu yang terbawa, melainkan hanya dapat mengidentifikasi 

jumlah metabolit sekunder yang terbawa oleh pelarut. Ekstrak kental berwarna hijau kehitaman dengan 

aroma yang khas merupakan hasil akhir dari proses ekstraksi. 

 

Skrining Fitokimia 

Uji kandungan senyawa fitokimia dilakukan menggunakan metode kromatografi lapis tipis karena 

metodenya sederhana dan memiliki hasil yang akurat [14]. Hasil skrining fitokimia ini dilihat dari adanya 

perubahan warna pada noda setelah pemberian reagen dan dilihat dari nilai Rf pada setiap plat KLT. Noda 

dengan nilai Rf 0,25 - 0,77 menunjukkan adanya senyawa tannin dan diperjelas dengan noda berwarna 

kehitaman setelah penambahan reagen FeCl3 [15]. Nilai Rf 0,07 – 0,62 menunjukkan noda senyawa alkaloid. 

Noda tersebut berwarna orange atau merah setelah penyemprotan reagen dragendroff [16]. Senyawa saponin 

ditunjukkan oleh noda dengan nilai Rf 0,79 – 0,84 dan diperjelas dengan perubahan warna noda menjadi 

hijau-biru setelah penyemprotan reagen Lieberman-Burchard [17]. Noda dengan nilai Rf  0,69 – 0,81 

menunjukkan noda yang mengandung flavonoid. Hasil bercak noda dipertegas dengan penyemprotan reagen 

AlCl3 1% sehingga didapatkan perubahan warna menjadi kuning kecoklatan [18]. Nilai Rf yang didapatkan 

pada senyawa tannin, alkaloid, saponin, dan flavonoid secara berurutan adalah 0,04; 0,22; 0,509; 0,75. Oleh 

karena itu, ekstrak etanol daun karas tulang memiliki banyak kandungan senyawa kimia alkaloid, flavonoid, 

serta sedikit menggandung tannin dan saponin. 

Terdapat dua cara molekul flavonoid dapat menurunkan kadar glukosa darah. Cara pertama 

melibatkan penekanan aktivitas enzim α-glukosidase, yang menyebabkan penurunan penyerapan glukosa. 

Cara kedua adalah melalui jalur intrapankreas melalui aktivitas antioksidan, yang dapat meningkatkan 

sensitivitas insulin dan melindungi serta mencegah kerusakan sel β pankreas, yang menghasilkan insulin. 

Selain itu, flavonoid dapat menebalkan mukosa usus, yang akan mencegah usus menyerap glukosa [5]. Selain 

itu senyawa saponin merupakan senyawa fitokimia yang memiliki kemampuan untuk mencegah 

meningkatnya kadar glukosa darah dengan proses pencegahan usus halus untuk menyerap glukosa dan 

dengan cara mencegah pengosongan lambung [19]. Senyawa tanin dapat sebagai antihiperglikemia bekerja 

dengan cara menurunkan penyerapan nutrisi, yang mencegah usus menyerap glukosa dan mendorong 

regenerasi sel pankreas. Konsentrasi alkaloid memiliki kemampuan untuk meningkatkan transfer glukosa 

darah dan menghambat penyerapan glukosa usus. Stimulasi sistem saraf simpatik alkaloid (simpatomimetik) 

dapat menyebabkan peningkatan sekresi insulin [20]. 

 

a              b c d 

              
 

Gambar 1. Skrining Fitokimia Senyawa Golongan (a) Tannin, (b) Alkaloid, (c) Saponin, dan (d) Flavonoid . 

 

Uji Penghambatan Enzim α-glukosidase 

Ekstrak etanol daun Karas tulang (Chloranthus erectus) dilakukan uji penghambatan enzim α-

glukosidase untuk menilai potensinya sebagai antidiabetik. Nilai IC50 ekstrak digunakan untuk analisis 

pengujian ini. Actinoplanes uthahensis menghasilkan olisakarida yang dapat memperlambat kerja enzim α-

glukosidase pada dinding usus halus. Oleh karena itu, tablet akarbosa digunakan sebagai pembanding dalam 

penelitian ini. P-NPG digunakan sebagai substrat yang dipecah oleh enzim menjadi glukosa dan p-nitrofenol, 

juga digunakan dalam penelitian ini sebagai model untuk karbohidrat yang terdapat dalam tubuh. Aktivitas 

enzim dihitung dari penyerapan p-nitrofenol kuning. Semakin kuning intensitas warna yang diperoleh maka 
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menunjukkan bahwa semakin banyak produk p-nitrofenol yang dihasilkan. Penurunan intensitas warna 

kuning pada larutan mengindikasikan adanya inhibitor atau penghambatan enzim yang akan menurunkan 

jumlah p-nitrofenol yang dihasilkan. Kadar glukosa yang tinggi merupakan salah satu tanda penyakit 

diabetes melitus. Kadar glukosa tersebut terbentuk karena adanya bantuan enzim α-glukosidase. Inhibitor 

enzim α-glukosidase diperlukan untuk memblokir metode kerja enzim α-glukosidase, yang melibatkan 

pengubahan polisakarida menjadi monosakarida yang kemudian diserap oleh usus dan meningkatkan kadar 

glukosa darah [4]. 

Proses pengujian enzim harus menggunakan pelarut yang memiliki suhu yang stabil sehingga 

digunakan larutan buffer fosfat pH 6,8 [10]. Larutan tersebut digunakan karena enzim 𝛼-glukosidase 

meruapakan protein yang bersifat termolabil sehingga pH nya harus dijaga serta enzim tersebut dapat bekerja 

pada pH 6,8. Larutan sampel ekstrak maupun akarbosa dibuat seri konsentrasi yang sama yaitu 0,25; 0,5; 1; 

1,5; dam 2% secara bertingkat. Pengujian dilakukan dengan membuat beberapa variasi konsentrasi untuk 

mengetahui seberapa berpengaruhnya konsentrasi terhadap peningkatan daya hambat enzim α-glukosidase. 

Setiap variasi konsentrasi yang dibuat dilakukan pengujian sebanyak 4 kali replikasi untuk mendapat hasil 

yang lebih valid. Selain itu, juga dilakukan pengujian larutan blanko untuk memastikan aktivitas tanpa enzim 

dan sampel ekstrak sedangkan pengujian larutan kontrol dilakukan untuk memastikan aktivitas enzim tanpa 

sampel ekstrak. Karena larutan natrium karbonat bersifat basa dan dapat meningkatkan pH, yang dapat 

mengubah struktur atau aktivitas enzim, larutan ini berfungsi sebagai penghenti reaksi enzimatik saat 

ditambahkan di akhir [21]. 

Pengujian ini dilakukan pada microplate 96 wells yang dibaca menggunakan instrumen ELISA reader 

405 nm atau Enzyme-Linked Immunosobent Assay. Proses inkubasi yang dilakukan berada pada suhu 370C 

karena suhu tersebut merupakan suhu yang optimal agar enzim α-glukosidase tetap bereaksi. Keunggulan 

ELISA reader dibanding instrumen lainnya adalah memiliki sensitivitas yang tinggi, proses pengolahan yang 

cepat, dan hasil yang akurat meskipun volume larutan yang digunakan sangat sedikit. Nilai absorbansi 

merupakan hasil pengujian yang dianalisis untuk mengetahui nilai % penghambatan aktivitas enzim α-

glukosidase. Kemudian, menentukan regresi linier dan menghitung besarnya nilai IC50. Nilai IC50 sebagai 

parameter daya penghambatan ekstrak terhadap enzim. Nilai ini meruapakan konsentrasi yang menunjukkan 

daya hambat 50% aktivitas enzim sampel atau pembanding. Apabila nilai IC50  semakin tinggi, maka aktivitas 

penghambatan sampel terhadap aktivitas α-glukosidase semakin kecil dan begitu pula sebaliknya [10]. 

Kecilnya nilai IC50 dapat disebabkan karena % inhibisi yang tinggi dari suatu konsentrasi sampel sedangkan 

tingginya presentase inhibisi tersebut terjadi karena adanya senyawa kimia yang aktif sehingga proses 

penghambatan enzim α-glukosidase juga besar [21]. 

Sampel ekstrak etanol daun karas tulang dengan seri konsentrasi 2; 1,5; 1; 0,5; dan 0,25 % secara 

berurutan didapatkan %inhibisi sebesar 37,204; 43,100; 48,089; 51,659; dan 59,015% sedangkan pada sampel 

akarbosa diperoleh 85,734; 88,993; 91,292; 94,091; dan 96,552%. Hasil pembacaan absorbansi pada kedua 

sampel tersebut menunjukkan bahwa terdapat peningkatan absorbansi seiring dengan bertambahnya 

konsentrasi. Semakin banyaknya kandungan senyawa metabolit sekunder dalam suatu sampel disebabkan 

karena semakin tingginya konsentrasi sampel tersebut. Hal tersebut dapat dilihat pada kurva konsentrasi 

terhadap % inhibisi yang tertera pada Gambar 2. Larutan kontrol didapatkan rata-rata absorbansi sebesar 

2,042 sedangkan untuk rata-rata blanko adalah 0,194. Apabila derajat kekuatan penghambatan terhadap 

enzim α-glukosidase menunjukkan nilai IC50 ≤ 25 μg/mL maka termasuk kategori sangat aktif, kategori aktif 

jika 25 μg/mL < IC50 ≤ 50 μg/mL, kategori kurang aktif jika 50 μg/mL < IC50 ≤ 100 μg/mL dan termasuk kategori 

tidak aktif jika IC50 > 100 μg/mL [10]. Hasil perhitungan nilai IC50 ditunjukkan pada pada Tabel 1. Nilai IC50 

akarbose dan ekstrak etanol daun karas tulang masing-masing adalah 3,873 dan 30,541 𝝁g/mL. Dari analisis 

data tersebut, disimpulkan bahwa penghambatan enzim α-glukosidase ekstrak etanol daun karas tulang 

termasuk kategori aktif sedangkan untuk akarbose termasuk kategori sangat aktif.  

 

Tabel 1. Uji Penghambatan Enzim 𝛼-Glukosidase Ekstrak Etanol Daun Karas Tulang (Chloranthus erectus) dan 

Akarbosa. 

No. Sampel IC50 (𝝁g/mL) Kategori 

1. Ekstrak etanol daun karas tulang 30,541 Aktif 

2. Akarbosa 3,873 Sangat Aktif 
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Gambar 2. Kurva Konsentrasi (ppm) terhadap %inhibisi akarbosa dan ekstrak 

 

Kesimpulan  

Dari pengujian ini didapatkan ekstrak etanol daun karas tulang (Chlorantus erectus) mengandung 

banyak kandungan senyawa kimia alkaloid, flavonoid, serta sedikit menggandung tannin dan saponin. Uji 

penghambatan enzim α-glukosidase menunjukkan semakin besar konsentrasi maka semakin besar pula daya 

penghambatannya. Hasil perhitungan nilai IC50 akarbose dan ekstrak etanol daun karas tulang masing-masing 

adalah 3,873 dan 30,541 𝝁g/mL. Berdasarkan nilai  IC50, ekstrak etanol daun karas tulang dikategorikan aktif 

terhadap penghambatan enzim α-glukosidase. 
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