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SUMMARY

ISOLATION OF SECONDARY METABOLITES OF KIPAHIT STEM
(Tithonia diversifolia) AND a-GLUCOSIDASE ENZYME ACTIVITY
INHIBITION TEST IN VITRO AND IN SILICO

Daniel Alfarado: Supervised by Dr. Ferlinahayati, M.Si. And Dr. apt. Shaum
Shiyan, M.Sc.

Master of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Science, Sriwijaya
University.

xXiii + 162 pages, 31 tables, 89 figures, 12 supplementary

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a degenerative disease that can be treated
by inhibiting the a-glucosidase enzyme using plants, one of which is Tithonia
diversifolia, which has traditionally been used to treat diabetes. The purpose of this
study was to isolate pure compounds from T. diversifolia and determine the a-
glucosidase enzyme inhibitory activity of extracts, fractions, and stems of the
isolated compounds in vitro and in silico. The stems of T. diversifolia were
extracted using methanol, followed by fractionation using n-hexane and ethyl
acetate. The separation of compounds was carried out using various
chromatography techniques, while the structure of the compounds was determined
using NMR data. The enzyme inhibitory activity in vitro was tested using the
spectrophotometric method, while in silico analysis was carried out using molecular
docking. Seven chromene compounds have been successfully isolated from T.
diversifolia, namely 6-acetyl-7-hydroxy-2,2-dimethylchromene (T1), 6-acetyl-2,2-
dimethylchromene (T2), 6-hydroxy-2,2-dimethylchromene (T3), 6-acetyl-8-
hydroxy-2,2-dimethylchromene  (T4), 6-acetyl-2,2-dimethylchromene-8-O-f-
glucose (T5), 6-acetyl-7,14-dihydroxy-2,2-dimethylchromene (T6), and 6-acetyl-
14-hydroxy-2,2-dimethylchromene (T7) where compounds T3, T6 and T7 are
compounds that have been isolated for the first time from this plant. The 1Cso values
for inhibition of a-glucosidase enzyme in methanol extract, n-hexane fraction, and
ethyl acetate fraction were 105.0, 22.76, and 105.1 pg/mL, respectively, while the
ICso values for isolated compounds T1, T2, T3, T4, T5, T6, and T7 were >1,000;
640.1; 256.7; 23.6; >1,000; 88.6; and 100.6 pg/mL, respectively. Enzyme kinetic
studies of three potential compounds (T4, T6, and T7) revealed that T4 followed a
non-competitive mechanism, while T6 and T7 showed competitive inhibition.
Molecular docking showed that T5 has similar amino acid interactions with
acarbose, while the best binding affinity energy and inhibition constant were
observed in T4 (-7.716 kcal/mol and 2.19 uM). Based on the study, T4 is the best
compound in inhibiting enzyme activity in vitro and in silico.

Keywords: Tithonia diversifolia, chromene compound, a-glucosidase enzyme,
molecular docking, enzyme kinetics

Citations: 131 (1985 - 2025)
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RINGKASAN

ISOLASI SENYAWA METABOLIT SEKUNDER BATANG KIPAHIT
(Tithonia diversifolia) DAN UJI PENGHAMBATAN AKTIVITAS ENZIM o-
GLUKOSIDASE SECARA IN VITRO DAN IN SILICO

Daniel Alfarado: dibimbing oleh Dr. Ferlinahayati, M.Si. dan Dr. apt. Shaum
Shiyan, M.Sc.

Program Studi Magister Kimia, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam
Universitas Sriwijaya

xxiii + 162 halaman, 31 tabel, 89 gambar, 11 lampiran

Diabetes Melitus Tipe 2 (DMT2) merupakan penyakit degeneratif yang dapat
ditangani dengan menghambat enzim a-glukosidase menggunakan tumbuhan salah
satunya Tithonia diversifolia, yang secara tradisional telah digunakan untuk mengobati
diabetes. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi senyawa murni dari
batang T. diversifolia dan menentukan aktivitas penghambatan enzim o-
glukosidase dari ekstrak, fraksi, dan senyawa yang diisolasi secara in vitro dan in
silico. Batang T. diversifolia diekstraksi menggunakan metanol, diikuti dengan
fraksinasi menggunakan n-heksana dan etil asetat. Pemisahan senyawa dilakukan
menggunakan berbagai teknik kromatografi, sedangkan struktur senyawa
ditentukan menggunakan data NMR. Aktivitas penghambatan enzim secara in
vitro diuji menggunakan metode spektrofotometri, sedangkan analisis in
silico dilakukan menggunakan Molecular Docking. Tujuh senyawa kromen telah
berhasil diisolasi dari batang T. diversifolia, yaitu 6-asetil-7-hidroksi-2,2-
dimetilkromen  (T1), 6-asetil-2,2-dimetilkromen  (T2),  6-hidroksi-2,2-
dimetilkromen (T3), 6-asetil-8-hidroksi-2,2-dimetilkromen (T4), 6-asetil-2,2-
dimetilkromen-8-O-f-glukosa (T5), 6-asetil-7,14-dihidroksi-2,2-dimetilkromen
(T6), dan 6-asetil-14-hidroksi-2,2-dimetilkromen (T7) dimana senyawa T3, T6 dan
T7 merupakan senyawa yang baru pertama kali diisolasi dari tumbuhan ini. Nilai
ICs0 untuk penghambatan enzim o-glukosidase pada ekstrak metanol, fraksi n-
heksana, dan fraksi etil asetat masing-masing adalah 105.0, 22.76, dan 105.1
pg/mL, sedangkan nilai 1Cso untuk senyawa yang diisolasi T1, T2, T3, T4, T5, T6,
dan T7 masing-masing adalah >1.000; 640.1; 256.7; 23.6; >1.000; 88.6; dan 100.6
pg/mL. Studi Kinetik enzim dari tiga senyawa potensial (T4, T6, dan T7)
mengungkapkan bahwa T4 mengikuti mekanisme unkompetitif, sedangkan T6 dan
T7 menunjukkan penghambatan kompetitif. Molecular docking menunjukkan T5
memiliki interaksi asam amino mirip dengan akarbosa, sedangkan energi afinitas
pengikatan dan konstanta inhibisi terbaik diamati pada T4 (-7.716 kkal/mol dan
2,19 uM). Berdasarkan penelitian, T4 merupakan senyawa yang terbaik dalam
menghambat aktivitas enzim secara in vitro dan in silico.

Kata Kunci: Tithonia diversifolia, senyawa kromen, enzim a-glukosidase,
molecular docking, kinetika enzim
Kepustakaan: 131 (1985 - 2025)
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Penyakit diabetes mellitus (DM) atau tingginya kadar gula dalam darah
merupakan salah satu ancaman terbesar terhadap kesehatan di abad ke-21 yang
diperkirakan akan terdapat 380 juta penderita DM pada tahun 2025 (Atkins &
Zimmet, 2010). DM juga dikaitkan dengan penurunan respons sel T, fungsi
neutrofil, dan gangguan imunitas humoral yang dapat menyebabkan komplikasi
penyakit lain, seperti seperti kebutaan, serangan jantung, stroke, gagal ginjal, dan
amputasi kaki (Triyaniarta et al., 2022; Berbudi et al., 2020; Neto et al., 2017).
Penyakit diabetes mellitus dilihat dari tipe penyakitnya dapat dibedakan menjadi 2
tipe yaitu tipe DM1 dan DM2. Berbeda dengan DM Tipe 1 yang ditandai dengan
kekurangan insulin, sebagian besar individu yang terkena DM2 mengalami
peningkatan kadar insulin (puasa dan/atau pasca konsumsi glukosa), kecuali jika
terjadi kegagalan sel beta (Westman, 2021).

Terapi penyakit DM2 dapat dilakukan dengan berbagai cara, salah satunya
menghambat enzim a-glukosidase yang berperan aktif dalam menghidrolisis gula
kompleks menjadi gula sederhana sehingga meningkatkan kadar gula dalam darah
(Dirir et al., 2022). Inhibitor enzim tersebut akan menunda sementara penyerapan
karbohidrat di usus sehingga menekan peningkatan kadar glukosa darah
postprandial. Saat ini, terdapat tiga inhibitor a-glukosidase yang digunakan dalam
praktik klinis yaitu acarbosa, miglitol dan voglibosa (Derosa & Maffioli, 2012).
Inhibitor a-glukosidase yang telah digunakan sebagai pengobatan non-invasif
tersebut mempunyai efek samping yang mengganggu bagi tubuh gastrointestinal
(GI) ringan dan bergantung pada dosis, selain itu juga dapat menimbulkan efek lain
termasuk diare, sakit perut, dan perut kembung (Dirir et al., 2022). Efek samping
inilah yang mendorong peneliti untuk mencari inhibitor baru dengan efek yang
sama atau bahkan lebih kuat aktivitasnya sebagai inhibitor. Salah satu cara
pencarian obat lain sebagai inhibitornya dengan cara menggunakan tumbuhan alami

yang berkhasiat secara tradisional (Mohd Bukhari et al., 2017).
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Tumbuhan obat dan pengobatan tradisional digunakan sepanjang sejarah
sebagai obat untuk semua jenis gangguan medis termasuk diabetes (Baharvand-
Ahmadi et al., 2016). Tumbuhan yang mempunyai banyak bioaktivitas sebagai obat
tradisional dengan kelimpahan yang banyak ditemukan di Indonesia adalah kipahit.
Tumbuhan kipahit (Tithonia diversifolia) banyak dimanfaatkan sebagai obat
tradisional diberbagai negara seperti di negara Kakamega sebagai pengobatan
malaria (Mukungu et al., 2016). Masyarakat meksiko menggunakan tumbuhan
tersebut sebagai obat infeksi luka pada kulit dan anti radang (DeFilipps & Krupnick,
2018). Tumbuhan tersebut juga digunakan di negara-negara asia untuk pengobatan
sakit tenggorokan, sakit pada bagian hati, demam, mengobati hepatitis, sakit perut,
dan penyakit hati (Hiransai et al., 2016; Ngenge Tamfu et al., 2022). Di Indonesia
tumbuhan tersebut dikenal sebagai obat tradisional penyakit liver, kusta, perut
kembung, dan luka memar (Plumeriastuti et al., 2021; Sari et al., 2016). Banyaknya
khasiat tradisional dan penggunaan tumbuhan tersebut sebagai obat antidiabetes
oleh Rakyat Cina (Solfaine et al., 2019) menunjukkan potensi tumbuhan tersebut
sebagai penghambat aktivitas enzim a-glukosidase.

Khasiat tradisional tumbuhan tersebut tidak lepas dari senyawa metabolit
sekunder yang terkandung pada tumbuhan kipahit. Tumbuhan kipahit dilaporkan
mengandung senyawa metabolit sekunder golongan terpenoid, fenilpropanoid,
flavonoid, polifenol dan alkaloid (Ajao & Moteetee, 2017). Tagitinin C merupakan
senyawa seskuiterpen lakton khas dari tumbuhan T. diversifolia dengan aktivitas
fitotoksik kategori kuat (Miranda et al., 2022), aktivitas antivirus (Zhao et al., 2017)
serta aktivitas sitotoksik terhadap sel MiaPaca-2 sebagai sel kanker (Au et al.,
2021). Senyawa tagitinin F dan tagitinin A juga dilaporkan memiliki aktivitas anti-
inflamasi pada neutrofil dengan aktivitas tertinggi terdapat pada senyawa tagitinin
F (Abe et al., 2015). Senyawa tagitinin G, tagitinin H dan tagitinin | dilaporkan
memiliki aktivitas antidiabetes dengan mekanisme adsorpsi penurunan gula darah
pada 3T3-L1 secara signifikan (Zhao et al., 2012). Senyawa semi polar golongan
fenil propanoid berhasil di laporkan oleh Devi et al. (2022) berupa asam dihidro-p-
kumarat memiliki aktivitas antifungi.

Bioaktivitas pada ekstrak dan fraksi tumbuhan T. diversifolia berhasil

dilaporkan seperti aktivitas antioksidan dari ekstrak air (Hiransai et al., 2016),
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ekstrak aseton bagian daun (Ojo et al., 2018), ekstrak etil asetat dan ekstrak metanol
(Ngenge Tamfu et al., 2022) menggunakan metode ABTS (asam 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat) dan DPPH (1,1-difenil-1-pikrihidrazil). Inacio et al.
(2020) melaporkan bahwa ekstrak diklorometan T. diversifolia memiliki aktivitas
insektisida. Aktivitas antibakteri dari tumbuhan T.diversifolia pada ekstrak metanol
daun memiliki aktivitas antibakteri dimana aktivitas terbaik pada bakteri
Salmonella typhimurium (Omokhua et al., 2018).

Pemanfaatan senyawa bioaktif tumbuhan sebagai komponen utama obat
DM2 merupakan prototipe molekul yang penting untuk pengembangan obat
konvensional baru (Zakaria et al., 2023). Proses interaksi senyawa terhadap sisi
aktif enzim sehingga penghambatan enzim a-glukosidase dapat dipelajari melalui
studi in silico dengan proses molecular docking. Hal tersebut merupakan proses
ilmu terapeutik baru yang potensial diidentifikasi, menggunakan kombinasi model
komputasi, eksperimental, translasi, dan klinis (Zhou & Zhong, 2017). Studi
literatur yang dilakukan terhadap tumbuhan T. diversifolia sebagai obat
menunjukkan potensi yang menjanjikan sebagai pengganti obat terapi dari DM2.
Melihat potensi tersebut, maka penting dilakukan penelitian untuk mengoptimalkan
potensi senyawa bioaktif pada T. diversifolia berdasarkan pada studi skrinning in
silico dan molecular docking agar pengembangan obat dari tumbuhan alami ini
semakin memperkuat validitas dan akurasi serta presisi dari kinerja obat untuk
tubuh. Berdasarkan hal tersebut, dilakukan isolasi senyawa metabolit sekunder dari
tumbuhan kipahit (T. diversifolia) dan studi in vitro dan in silico terhadap

penghambatan enzim a-glukosidase.

1.2. Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.  Bagaimana kemampuan ekstrak dan fraksi dari batang T. diversifolia terhadap
bioaktivitasnya pada penghambatan enzim a-glukosidase?

2.  Senyawa metabolit sekunder apa yang berhasil diisolasi pada tumbuhan T.
diversifolia bagian batang serta bagaimana aktivitasnya sebagai penghambat
enzim a-glukosidase beserta kinetika penghambatan enzim yang dilakukan

oleh senyawa tersebut?
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3. Bagaimana mekanisme kerja senyawa hasil isolasi secara in silico sebagai

inhibitor enzim a-glukosidase?

1.3. Hipotesis Penelitian

T. diversifolia mempunyai bioaktivitas yang beragam. Komponen-komponen
senyawa bioaktif dari tumbuhan tersebut menghasilkan hipotesa bahwa senyawa
metabolit sekunder dari T. diversifolia dapat menghambat kinerja enzim o-
glukosidase. Hal ini diperkuat dengan beberapa studi literatur yang menyatakan
bahwa ekstrak T. diversifolia mempunyai bioaktivitas sebagai antidiabetes.
Senyawa-senyawa metabolit dari golongan seskuiterpen lakton pada tumbuhan ini
juga dilaporkan dapat mengurangi gula darah lewat jalur antihiperglikemik. In
silico juga digunakan untuk memperkuat keyakinan bahwa ekstrak T. diversifolia
atau senyawa yang diisolasi dapat berfungsi sebagai inhibitor potensial enzim
tersebut. Berdasarkan hal tersebut, hipotesis pada penelitian ini yaitu bahwa
ekstrak, fraksi dan senyawa hasil isolasi dari tumbuhan T. diversifolia mempunyai

potensi inhibitor terhadap aktivitas enzim a-glukosidase secara in vitro dan in silico.

1.4. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.  Melakukan pengujian terhadap ekstrak, fraksi n-heksan, fraksi etil asetat, dan
fraksi metanol terhadap penghambatan aktivitas enzim a-glukosidase serta
menentukan kemampuan aktivitasnya .

2. Mengisolasi senyawa metabolit sekunder dari fraksi terkuat pada
penghambatan enzim a-glukosidase dan mengidentifikasi senyawa hasil
isolasi menggunakan spektroskopi NMR.

3. Menganalisa dan melakukan uji in silico dengan metode penambatan molekul
(molecular docking) pada senyawa hasil isolasi sebagai inhibitor enzim a-

glukosidase

1.5. Manfaat penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah informasi senyawa metabolit
sekunder yang terkandung pada batang T. diversifolia dan potensi antidiabetesnya
dengan menghambat enzim a-glukosidase serta interaksi senyawanya sebagai obat

inhibitornya.
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1.6. Kerangka Berpikir
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