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ABSTRAK 

 

VERA LESMANAWATI. Uji Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase dari  

Ekstrak  Metanol dan  Fraksi-Fraksi  Daun Vitex trifolia Linn Asal Yogyakarta 

secara In Vitro. Dibawah bimbingan IRMA RATNA KARTIKA, FERA 

KURNIADEWI 

 

 

Diabetes Melitus merupakan penyakit metabolik yang menjadi salah satu 

penyakit serius di Indonesia, terutama diabetes melitus tipe 2. Pencegahan DM 

tipe 2 dapat dilakukan dengan menghambat enzim α-glukosidase sehingga 

absorpsi glukosa tertunda dan kadar glukosa darah dapat menurun. Penelitian ini 

bertujuan untuk mengetahui aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase dari ekstrak 

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

Vitex trifolia L asal Yogyakarta. Uji aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase 

dilakukan  secara in vitro dengan menggunakan substrat p-nitrofenil-α-

glukopiranosida dan mengukur absorbansi p-nitrofenol sebagai produk reaksi 

enzimatis pada panjang gelombang 410 nm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

fraksi etil asetat mengandung senyawa golongan flavonoid dan saponin. Nilai IC50 

dari fraksi etil asetat yang dihasilkan adalah 691,8 ppm dan dikategorikan tidak 

aktif sebagai antidiabetes ketika dibandingkan dengan glukobay (sebagai kontrol) 

yang menghasilkan nilai IC50 sebesar 0,3259 ppm. 

  

Kata Kunci : Diabetes Melitust tipe 2, Vitex trifolia L, enzim α-glukosidase. 
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ABSTRACT 

VERA LESMANAWATI. In Vitro test of Inhibition Activity α-Glukosidase 

enzyme from methanol extract and fractions of Vitex trifolia Linn Leaves from 

Yogyakarta. Under Supervised by IRMA RATNA KARTIKA, FERA 

KURNIADEWI 

 

 

Diabetes Mellitus is a metabolic disorder that has become a serious 

desease in Indonesia, especially type 2 DM. Prevention of Type 2 diabetes could 

be done by inhibiting α-glucosidase enzymes so that resulting delayed of glucose 

absorption and glucose blood leveles were decrease. The aim of this research is to 

know the activity of inhibition of α-glucosidase enzyme from methanol extract, n-

hexane fraction, n-hexane fraction: ethyl acetate, and ethyl acetate fraction of 

Vitex trifolia L leaves from Yogyakarta. The α-glucosidase enzyme inhibition test 

was performed in vitro using a p-nitrophenyl-α-glucopyranoside substrate and 

measured the absorbance of p-nitrophenol as a product of enzymatic reaction at 

410 nm wavelength. The results showed that the fraction of ethyl acetate contains 

compound of flavonoid and saponin group. The IC50 value of the resulting ethyl 

acetate fraction was 691.8 ppm and was categorized as inactive as antidiabetic 

when compared with glucobay (as control) which resulted in an IC50 value of 

0.3259 ppm. 

 

Keyword : Diabetes Melitust tipe 2, Vitex trifolia L, α-glukosidase enzyme. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Diabetes Melitus (DM) merupakan penyakit yang disebabkan oleh adanya 

gangguan metabolisme yang ditandai dengan meningkatnya kadar glukosa dalam 

darah (hiperglikemia) yang terjadi akibat insensitivitas sel terhadap insulin atau 

resistensi insulin. Penyakit ini dapat disebabkan dari faktor genetik serta faktor 

lingkungan dan mengakibatkan komplikasi penyakit kronis (Dipiro et al., 2015). 

Internasional Diabetes Federation pada tahun 2013 menyatakan bahwa Indonesia 

menempati urutan ke-7 dunia dengan jumlah penderita 8,5 juta (Anonim, 2013). 

Terdapat dua jenis penyakit diabetes melitus yang paling banyak ditemukan pada 

masyarakat Indonesia, yaitu diabetes melitus tipe I atau insulin dependent 

diabetes mellitus (IDDM) dan diabetes melitus tipe II atau noninsulin dependent 

diabetes mellitus (NIDDM). Diabetes melitus tipe I terjadi akibat adanya 

kerusakan sel-sel β pankreas yang disebabkan oleh adanya kelainan autoimun, 

sedangkan Diabetes melitus tipe II ditandai oleh terjadinya resistensi insulin dan 

berkurangnya sekresi insulin sehingga akan terjadi hiperglikemia (Triplitt et al., 

2008). Oleh karena itu, penderita Diabetes melitus tipe II harus melakukan terapi 

secara rutin untuk mengontrol terjadinya kenaikan kadar glukosa darah dan 

mencegah adanya komplikasi (Tahrani & Barnet, 2010). Salah satu agen terapi 

antidiabetes tipe II yang banyak digunakan yaitu berupa inhibitor enzim α-

glukosidase yang berperan dalam menghambat hidrolisis karbohidrat secara 

berlebihan yang terjadi dalam dinding usus halus (Shinde et al., 2008). 

Terapi antidiabetes dapat berupa obat antidiabetes oral. Obat yang biasa 

digunakan antara lain akarbosa dan miglitol yang menghambat enzim α-

glukosidase dan α-amilase. Namun, penggunaan obat antidiabetes oral memiliki 

keterbatasan yaitu menimbulkan efek samping dan  harganya cukup mahal. 

Inhibitor enzim α-glukosidase alami yang berasal dari bahan alam dapat 

dimanfaatkan menjadi pendekatan terapi untuk penderita diabetes melitus tipe II 
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karena memiliki efek samping yang sedikit dan harganya lebih terjangkau 

dibandingkan dengan obat antihiperglikemik sintesis (Sudha et al., 2011). 

Sehingga perlu dilakukan penelitian tentang potensi tanaman obat Indonesia yang 

memiliki aktivitas sebagai antihiperglikemik. Berdasarkan penelitian Kumar et al 

(2011) menyatakan bahwa senyawa – senyawa yang terkandung dalam tumbuhan 

yang dapat menghambat enzim α-glukosidase yang termasuk kedalam senyawa 

metabolit sekunder adalah flavonoid, alkaloid, fenolik, dan terpenoid. Senyawa 

flavonoid diduga dapat berpotensi dalam menghambat enzim α-glukosidase (Li et 

al., 2009). Hal ini telah dibuktikan bahwa senyawa luteolin yang merupakan 

senyawa turunan dari flavonoid dapat menghambat enzim α-glukosidase (Pereira 

et al., 2011). Salah satu tanaman yang mengandung flavonoid ialah genus Vitex 

yang banyak tersebar di Indonesia. 

Vitex trifolia merupakan salah satu spesies Vitex yang terdapat di Indonesia 

yang dikenal dengan nama lokal tanaman legundi. Tumbuhan ini dapat ditemukan 

di beberapa daerah yakni di Aceh, Lombok, Sumbawa, dan Yogyakarta. Vitex 

trifolia merupakan tanaman tropis dengan tinggi maksimum mencapai 6 meter 

(Orwa et al., 2009). Tanaman ini di Indonesia biasa digunakan sebagai obat asma 

dan alergi (Hanudin dkk, 2015). Penelitian di India menyebutkan bahwa bagian 

akar tanaman dari Vitex trifolia biasa digunakan sebagai obat antidiabetes secara 

tradisional di India (Tiwari et al., 2013). Berdasarkan penelitian Pusparini (2016) 

menyebutkan adanya kandungan metabolit sekunder dari daun Vitex trifolia Linn 

asal Yogyakarta yaitu golongan fenolik dan terpenoid dari ekstrak metanol. 

Penelitian lain menyebutkan adanya metabolit sekunder dari daun Vitex trifolia 

asal India yaitu adanya flavonoid, terpenoid, dan tanin (Sao et al., 2016).   

Adanya senyawa bioaktif seperti flavonoid dan fenolik yang terkandung 

dalam daun Vitex trifolia yang diduga memiliki potensi sebagai agen penghambat 

enzim α-glukosidase, dimungkinkan tanaman tersebut memiliki  aktivitas sebagai 

penghambat enzim α-glukosidase. Selain itu, penelitian sebelumnya menunjukan 

bahwa ekstrak metanol tanaman Vitex negundo menghasilkan aktivitas 

hipoglikemik yang diinduksikan pada mencit yang terkena diabetes (Prasanna et 

al., 2012). Penelitian terhadap tanaman Vitex trifolia perlu dilakukan melalui 
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pendekatan  genus dengan tanaman Vitex negundo yang memiliki potensi sebagai 

antidiabetes. 

Penelitian ini akan dilakukan untuk menguji aktivitas penghambatan dari 

ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi campuran n-heksana-etil asetat, dan 

fraksi etil asetat dari daun legundi (Vitex trifolia Linn) asal Yogyakarta terhadap 

aktivitas enzim  α-glukosidase. Prinsip uji ini yaitu penentuan aktivitas 

penghambatan terhadap enzim α-glukosidase berdasarkan kemampuan suatu 

sampel (baik ekstrak maupun fraksi) dalam menghambat reaksi katalisis hidrolisis 

p-nitrofenil α-D-glukopiranosida oleh enzim α-glukosidase menghasilkan p-

nitofenil yang berwarna kuning. Sampel dengan kemampuan penghambatan yang 

tinggi akan menghasilkan warna larutan p-nitrofenol yang semakin memudar.  

 

B. Perumusan Masalah 

Perumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut: “Apakah 

ekstrak metanol dan fraksi- fraksi dari daun Vitex trifolia Linn memiliki aktivitas 

dalam menghambat enzim α-glukosidase dan bagaimana aktivitas penghambatan 

enzim α-glukosidase pada ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi n-heksana-etil 

asetat, dan fraksi etil asetat dari daun Vitex trifolia Linn”. 

 

C. Tujuan Penelitian 

Berdasarkan perumusan masalah yang telah diuraikan di atas, maka penelitian 

ini bertujuan untuk memperoleh data uji aktivitas inhibisi enzim  α-glukosidase 

dan mengetahui profil fitokimia dari ekstrak metanol dan fraksi n-heksana, fraksi 

campuran etil asetat dan n-heksana, dan fraksi etil asetat, daun Vitex trifolia Linn 

asal Yogyakarta. 

 

D.   Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan memberikan informasi baru mengenai potensi 

ekstrak metanol dan fraksi zat terlarut dari pelarut n-heksana, campuran etil asetat 

dan n-heksana, dan etil asetat dari daun Vitex trifolia Linn sebagai 

antihiperglikemia. 
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BAB II 

KAJIAN PUSTAKA 

 

A.  Tumbuhan Vitex trifolia Linn. 

Genus Vitex terdiri dari 270 spesies yang banyak tersebar di seluruh dunia. 

Genus Vitex tersebut ada yang terdiri dari jenis pohon dan semak yang tumbuh di 

daerah tropis, sub-tropis, dan terdapat beberapa spesies dapat ditemukan di daerah 

yang beriklim sedang (Meena et al., 2011). Banyak spesies dari tanaman genus ini 

telah digunakan sebagai obat tradisional. Vitex trifolia adalah salah satu spesies 

yang sangat banyak digunakan oleh penduduk Pasifik untuk menyembuhkan 

berbagai penyakit (Matsui et al.,2009). Vitex yang berada di Indonesia adalah 

Vitex trifolia yang dikenal dengan nama lokal pohon galumi atau legundi (Orwa et 

al., 2009). Tanaman ini merupakan tanaman kecil yang ditemukan di pegunungan 

Himalaya, sebagian besar wilayah India, Ghat barat, dan Andaman. Vitex trifolia 

juga ditemukan di beberapa negara seperti Sri Lanka, Cina, Filipina, Indonesia, 

Australia Utara, New Caledonia, dan Perancis Polinesia serta dilaporkan bahwa 

ditemukan juga di Afrika Timur dan Hawaii (Kok, 2007) 

Vitex trifolia dapat tumbuh hingga tinggi 6 meter dengan cabang berbentuk 

segiempat. Letak daunnya saling berseberangan, tangkai daunnya panjang, dan 3-

5 daun yang bentuknya hampir menyerupai elips semuanya dihubungkan pada 

satu cabang ranting dengan panjang antara 3 sampai 12 cm. Ujung bunganya 

berwarna ungu yang terdiri dari 5 cuping pada kelopak bunga; cuping yang tengah 

lebih besar daripada yang lain. Empat benang sarinya muncul hingga keluar 

mahkota bunganya. Buahnya memiliki panjang 5-6 mm yang berwarna hitam atau 

hitam kebiruan ketika matang (Kannathasan et al.,2011). Daun Vitex trifolia 

memiliki nama daerah yaitu: di Sumatera: gendarasi (Palembang), Jawa: lagondi 

(sunda), legundi (jawa), langghundi (Madura); Nusa Tenggara: galumi 

(Sumbawa), sangari (Bima); Sulawesi: dunuko (Buol), lanra (Makasar), lawarani 

(Bugis); Maluku: ai tuban (Ambon); Melayu: lagundi (Heyne, 1987) 
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Gambar 1. Daun Vitex trifolia (Laxmikant, 2012) 

Tabel 1. Taksonomi Vitex trifolia L. (ITIS, 2014) 

 

 

 Daun tanaman Vitex trifolia  sudah digunakan secara medis untuk rematik, 

inflamasi, analgesik, antikonvulsan, dan obat penenang. Selain itu, memiliki 

aktivitas insektisida, sitotoksik, dan fungisidal. Daunnya menunjukkan aktivitas 

penghambatan pertumbuhan terhadap Mycobacterium tuberculosis. Akarnya 

digunakan untuk antimetik, ekspektoran dan tonik. Buah dari tanaman ini juga 

sudah digunakan untuk cephalic dan peluruh haid (Kulkarni, 2011). Berdasarkan 

hasil penelitian skrining fitokimia yang telah dilakukan, ekstrak metanol daun dan 

batang Vitex trifolia L asal India ditemukan mengandung senyawa metabolit 

sekunder flavonoid, fenol, saponin, glikosida, tannin, terpenoid, dan xantoprotein. 

Selain itu, pada ekstrak n-heksana dari daun dan batang Vitex trifolia juga 

ditemukan senyawa metabolit sekunder diantaranya fenolik, terpenoid dan 

xantoprotein (Murugan dan Mohan, 2012). 

 

 

Tingkatan Nama Spesifik dan Nama Umum

Kingdom Plantae- Tumbuhan

Divisi Tracheobionta - Tumbuhan berpembuluh

Class Magnoliopsida- Dikotil

Order Lamiales

Family Verbenaceae – Famili Verbena

Genus Vitex   - chastetree

Species Vitex trifolia  L. – simpleleaf chastetree
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B.  Fitokimia Genus Vitex  

Tanaman Vitex trifolia Linn banyak tumbuh di daerah asia pasifik seperti 

India, bagian tanaman seperti daun dan bunga berpotensi sebagai terapi dalam 

sistem pengobatan di daerah India (Bhattacharjee and De, 2005). Ekstrak metanol 

dari tanaman ini dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan. 

Li et al. (2005) berhasil mengisolasi enam senyawa flavonoid dari tumbuhan 

V. trifolia yaitu persikogenin, artemetin, luteolin, penduletin, viteksikarpin dan 

krisosplenol-D, yang selanjutnya di uji terhadap proliferasi sel kanker tsFT210 

pada tikus. Keenam senyawa flavonoid tersebut mampu menghambat proliferasi 

sel kanker, dengan mekanisme penghambatan siklus sel dan menginduksi 

apoptosis. Sementara itu, Wang et al. (2005) menguji salah satu senyawa aktif V. 

Trifolia yaitu viteksikarpin (Gambar 2) terhadap berbagai sel kanker manusia 

yaitu A2780, HCT-15, HT-1080 dan K562. Viteksikarpin paling efektif 

menghambat proliferasi sel kanker K562, dan diduga mempunyai mekanisme aksi 

menginduksi apoptosis pada sel kanker tersebut melalui jalur apoptosis yang 

diatur oleh mitokondria. Penemuan tersebut diperkuat oleh Li et al. (2005), enam 

flavonoid yang diisolasi dari V. trifolia yaitu persikogenin, artemetin, luteolin, 

penduletin, viteksikarpin dan krisosplenol-D. 

Flavonoid umumnya terdapat pada tumbuhan sebagai glikosida. Gugusan 

gula bersenyawa pada satu atau lebih grup hidroksil fenolik. Flavonoid terdapat 

pada seluruh bagian tanaman, termasuk pada buah, daun, dan akar. Manfaat 

flavonoid bagi manusia antara lain dalam dosis kecil flavon bekerja sebagai 

stimulan pada jantung, hesperidin mempengaruhi pembuluh darah kapiler, dan 

flavon terhidroksilasi bekerja sebagai diuretik dan antioksidan pada lemak (Sirait, 

2007). 

Flavonoid  diduga dapat berperan sebagai agen antidiabetes. Flavonoid alami 

banyak memainkan peran penting dalam pencegahan diabetes dan komplikasinya 

(Jack, 2012). Flavonoid merupakan senyawa polar karena mempunyai gugus 

hidroksil atau gula, sehingga dapat larut dalam pelarut polar seperti etanol, 

metanol, butanol, aseton, dimetilsulfoksida, dan air. Sejumlah penelitian telah 
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dilakukan untuk menunjukkan adanya efek hipoglikemik dari flavonoid dengan 

menggunakan model eksperimen yang berbeda, tanaman yang mengandung 

flavonoid telah terbukti memberi efek yang baik bagi penyakit diabetes melitus, 

baik melalui kemampuan mengurangi penyerapan glukosa maupun dengan cara 

meningkatkan toleransi glukosa (Brahmachari, 2011).  

Mekanisme lain dari flavonoid yang menunjukkan efek hipoglikemik yaitu 

mengurangi penyerapan glukosa dan mengatur aktivitas ekspresi enzim yang 

terlibat dalam metabolisme karbohidrat (Brahmachari, 2011). Ada beberapa 

mekanisme kerja obat hipoglikemik oral, yaitu meningkatkan sekresi insulin 

(golongan sulfonilurea), meningkatkan kepekaan reseptor insulin sehingga 

absorpsi glukosa di jaringan perifer meningkat, serta menghambat penguraian 

polisakarida menjadi monosakarida. Ho dan Bray (1999) mengungkapkan bahwa 

mekanisme penghambatan dari flavonoid terhadap enzim α- glukosidase adalah 

melalui ikatan hidroksilasi dan substitusi pada cincin B. Prinsip penghambatan 

tersebut melalui penundaan hidrolisis karbohidrat dan absorbsi glukosa dan 

menghambat katalisis sukrosa menjadi glukosa.  
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Gambar 2. Struktur kimia a). Viteksikarpin (Ikawati, 2001), b). 3,4
’
-   

dimethoxy quercetin 7-O-glukopuranosida (Mohamed et al., 

2012) dan c)  Luteolin -7-O-β-glukoronopiranosida (El-Kousy et 

al., 2013) 
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B. Diabetes Melitus Tipe 2 (Non-Insulin-Dependent Diabetes Melitus) 

Diabetes melitus adalah gangguan metabolik yang ditandai dengan 

peningkatan kadar glukosa dalam darah (hiperglikemia). Hal ini disebabkan oleh 

adanya gangguan metabolisme karbohidrat, lemak, dan protein yang terjadi karena 

adanya kelainan sekresi insulin (sensitivitas) yang mengakibatkan komplikasi 

kronis termasuk mikrovaskuler dan makrovaskular (Hasan et al., 2013). 

Berdasarkan data International Diabetes Federation (IDF) pada tahun 2013 

menunjukkan bahwa lebih dari 382 juta orang di dunia menderita diabetes 

melitus. Indonesia merupakan salah satu negara dengan penderita diabetes yang 

berumur 20-79 tahun terbanyak dengan menempati posisi ke-7 dunia dengan 

jumlah penderita sebanyak 8,5 juta jiwa (IDF, 2013).  

Berbeda dengan diabetes mellitus Tipe 1, pada penderita diabetes Tipe 2 ini 

umumnya dapat dideteksi jumlah insulin yang cukup yang berada dalam darah, 

disamping kadar glukosa yang meningkat. Diabetes mellitus Tipe 2 bukan 

disebabkan oleh resistensi insulin, dimana kurangnya sekresi insulin, hal ini 

dikarenakan sel-sel sasaran insulin yang tidak mampu merespon insulin secara 

normal.  Diabetes Tipe 2 merupakan salah satu tipe diabetes yang lebih banyak 

penderitanya dibandingkan dengan Diabetes Tipe 1. Terapi farmakologi dengan 

obat modern pada penderita diabetes melitus terdiri atas obat antidiabetes oral, 

injeksi insulin, dn lain-lain. Obat – obat antidiabetes oral terutama ditujukan untuk 

membantu penanganan terhadap pasien diabetes melitus tipe 2. Pemilihan dan 

pemakaian obat antidiabetes oral yang digunakan harus memperhatikan tingkat 

keparahan diabetes serta kondisi pasien secara umum. Obat – obat antidiabetes 

oral diataranya yaitu : 

1. Golongan sulfonilurea 

Mekanisme dari obat golongan sulfonilurea adalah merangsang sekresi insulin 

dari sel – sel β langerhans didalam pankreas. 

2. Golongan Biguanida 

Mekanisme kerja obat golongan biguanida adalah menurunkan produksi glukosa 

dalam kelenjar hati, serta meningkatkan sensitivitas jaringan terhadap insulin. 
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3. Golongan Tiazolidindion 

Mekanisme kerja dari obat golongan Tiazolidindion adalah berfungsi 

memperbaiki sensitivitas insulin dengan mengaktifkan gen-gen tertentu yang 

terlibat dalam sintesa lemak dan metabolisme karbohidrat. contoh : rosiglitazone 

4. Golongan penghambat enzim α-glukosidase  

Mekanisme kerja obat golongan penghambat enzim α-glukosidase adalah dengan 

menghambat kerja enzim α-glukosidase dalam menghidrolisis karbohidrat 

kompleks menjadi glukosa pada dinding usus halus sehingga mencegah 

peningkatan glukosa darah (Departemen farmakologi dan Terapi FKUI, 2007). 

Terapi ini bertujuan untuk meminimalkan terjadinya hiperglikemik, mengurangi 

kemungkinan terjadinya komplikasi mikrovaskular dan makrovaskular dalam 

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

al., 2008). 

 

C. Uji aktivitas penghambatan enzim α-glukosidase 

Enzim α-glukosidase merupakan enzim yang berperan pada proses 

katabolisme karbohidrat menjadi glukosa. Karbohidrat akan dicerna oleh enzim di 

dalam mulut dan usus menjadi monomernya yaitu glukosa yang kemudian akan 

diserap kedalam tubuh sehingga kadar glukosa dalam darah akan meningkatkan. 

Proses katabolisme karbohidrat tersebut menyebabkan pankreas mengeluarkan 

enzim α-glukosidase ke dalam usus yang akan mencerna karbohidrat menjadi 

oligosakarida yang kemudian akan diubah lagi menjadi glukosa oleh enzim α-

glukosidase yang dikeluarkan oleh sel – sel usus halus yang selanjutnya diserap 

kedalam tubuh. Maka dengan menghambat kerja enzim α-glukosidase tersebut, 

kadar glukosa dalam darah dapat dikembalikan dalam batas normal (Bosenberg, 

2008).  

Penghambat enzim α-glukosidase merupakan salah satu golongan obat 

antidiabetes oral yang bekerja dengan meghambat katalisis karbohidrat kompleks 

sehingga dapat mengurangi penyerapan glukosa. Agen penghambat α-glukosidase 

dapat digunakan dengan dikombinasikan dengan terapi pengobatan diabetes yang 
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lain (Linn, et al., 2009) hal tersebut dikarenakan agen penghambat enzim α-

glukosidase tidak selefektif obat antidiabetes oral golongan lain sehingga harus 

dikombinasikan dengan obat oral golongan lainnya agar keefektivannya 

meningkat.  

Salah satu obat yang termasuk golongan penghambat α-glukosidase adalah 

akarbosa (Gambar 8). Akarbosa merupakan obat oral golongan penghambat enzim 

α-glukosidase yang biasanya digunakan untuk terapi penyakit diabetes melitus 

tipe 2 apabila terapi diet yang dilakukan tidak cukup untuk menurunkan kadar 

glukosa dalam darah. Akarbosa merupakan salah satu obat yang termasuk dalam 

penghambat enzim α-glukosidase seecara kompetitif dan mampu menghambat 

enzim lain, yaitu enzim maltase, isomaltase, sukrase, dan glukoamilase sehingga 

dapat menghambat katalisis sukrosa serta karbohidrat kompleks di usus halus. 

Efek yang akan ditimbulkan dengan adanya penghambatan ini dapat mengurangi 

peningkatan kadar glukosa darah postprandial (DiPiro et al., 2005). Akarbosa 

merupakan suatu oligosakarida yang dihasilkan  melalui  proses fermentasi 

terhadap mikroorganisme yaitu Actinoplanes utahensis.  Akarbosa berupa serbuk 

putih yang larut dalam air, yang memiliki rumus empiris C25H43NO18. Akarbosa 

biasanya di kombinasikan dengan agen hipoglikemik oral lainnya dalam 

menurunkan kadar glukosa darah pada penderita diabetes (Dewick, 2009). 
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Gambar 3. Struktur kimia akarbosa (Katzung, 2002) 

 

Pengujian aktivas penghambatan enzim α-glukosidase dapat dilakukan secara 

in vivo dan in vitro. Metode spektrofotometrri banyak digunakan dalam pengujian 

in vitro dengan menggunakan substrat seperti p-nitrofenil- α-D-glukopiranosida 
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(pNPG). Enzim α-glukosidase akan menghidrolisis p-nitrofenil- α-D-

glukopiranosida menjadi p-nitrpfenol yang (berwarna kuning) dan glukosa. 

Aktifitas enzim diukur berdasarkan hasil absorbansi warna kuning p-nitrofenol 

(Sugiwati et al., 2009). 

Pengukuran aktivitas enzim didasarkan pada hasil pengukuran absorbansi p-

nitrofenol yang berwarna kuning dari substrat p-nitrofenil- α-D-glukopiranosida 

yang dihidrolisis oleh enzim α-glukosidase serta hasil samping berupa glukosa. 

Intensitas warna kuning yang terbentuk dari hasil hidrolisis tersebut kemudian 

ditentukan absorbansinya dengan menggunakan instrumen spektrofotometer 

double beam pada panjang gelombang 410 nm. Jika ekstrak kental dan fraksi dari 

tanaman yang diuji memiliki kemampuan untuk menghambat aktivitas enzim α-

glukosidase, maka warna kuning dari p –nitrofenol hasil hidrolisis akan memiliki 

intensitas yang semakin berkurang.  

 

 

Gambar 4. Persamaan Reaksi p-nitrofenil- α-D-glukopiranosida dan Enzim α-

glukosidase (Sugiwati et al., 2009). 

D. Teknik Pemisahan  

 

Tujuan dari teknik pemisahan adalah untuk memisahkan komponen yang 

akan ditentukan berada dalam keadaan murni, tidak tercampur dengan komponen-

komponen lainnya. Ada 2 jenis teknik pemisahan:  

1. Pemisahan kimia adalah suatu teknik pemisahan yang berdasarkan adanya 

perbedaan yang besar dari sifat-sifat fisika komponen dalam campuran yang akan 

dipisahkan.  

2. Pemisahan fisika adalah suatu teknik pemisahan yang didasarkan pada 

perbedaan – perbedaan kecil dari sifat-sifat fisika antara senyawa-senyawa yang 

termasuk dalam suatu golongan. 
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Ekstraksi adalah penarikan kandungan kimia yang terdapat dalam suatu 

sampel dengan menggunakan pelarut cair untuk memisahkan senyawa yang larut 

dengan senyawa yang tidak larut. Ekstraksi dengan menggunakan pelarut menjadi 

2 cara, yaitu cara dingin dan cara panas. Cara dingin terdiri dari proses maserasi 

dan perkolasi, sedangkan cara panas antara lain refluks, sokhlet. Metode ekstraksi 

dapat digunakan bergantung pada sifat bahan yang akan digunakan serta jenis 

senyawa yang akan diisolasi (Sarker et al., 2006). 

1. Maserasi  

Maserasi merupakan metode sederhana yang sering digunakan baik dalam 

skala kecil maupun skala industri. Metode ini dilakukan dengan memasukkan 

sampel tanaman yang akan diuji dan pelarut yang sesuai kedalam suatu wadah 

tertutup rapat pada kondisi suhu kamar. Kemudian dilakukan penyaringan, dan 

remaserasi, yakni pengulangan penambahan pelarut setelah dilakukan 

penyaringan maserat yang pertama, kemudian dilakukan seterusnya. Kelemahan 

digunakannya metode ini yakni memakan banyak waktu, memerlukan jumlah 

pelarut yang cukup banyak, dan kemungkinan adanya beberapa senyawa yang 

sulit untuk diekstraksi pada kondisi suhu ruang, namun salah satu kelebihan 

digunakannya metode maserasi dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa 

yang bersifat tidak tahan suhu tinggi pada sampel yang diuji. Maserasi dapat 

dilakukan dengan berbagai pelarut organik berdasarkan tingkat kepolarannya, 

misalnya, etanol, metanol, etil asetat, kloroform, n-heksana, dan air.  

2. Fraksinasi  

Untuk mengisolasi suatu senyawa tunggal tidak dapat digunakan hanya 

melalui teknik pemisahan tunggal seperti maserasi, karena ekstrak awal 

merupakan campuran dari berbagai senyawa yang terkandung dalam sampel. 

Sehingga, ekstrak tersebut perlu dipisahkan kembali ke dalam fraksi yang 

memiliki kepolaran dan ukuran molekul yang sesuai. Fraksinasi dapat dilakukan 

dengan metode ekstraksi cair-cair atau dengan menggunakan kromatografi cair 

vakum (KCV), kromatografi kolom (KK), ekstraksi fasa padat (Sarker et al., 

2006). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

A. Tempat dan waktu Penelitian  

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Penelitian Kimia FMIPA UNJ 

Jakarta Timur dan Laboratorium Pusat Studi Biofarmaka Tropika Bogor. Waktu 

penelitian dilaksanakan dari Desember 2016-April 2017. 

 

B. Metode Penelitian  

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

eksperimen yaitu meliputi maserasi dan fraksinasi dengan menggunakan pelarut 

metanol, n-heksana, campuran n-heksana : etil asetat dan etil asetat terhadap 

sampel serbuk daun Legundi (Vitex trifolia Linn). Maserasi dilakukan 

menggunakan pelarut metanol untuk memperoleh ekstrak metanol, selanjutnya 

ekstrak difraksinasi dengan menggunakan pelarut n-heksana, pelarut campuran n-

heksana-etil asetat, dan pelarut etil asetat. Ekstrak dan fraksi yang dihasilkan 

diuapkan dengan menggunakan rotary vacuum evaporator. Masing - masing 

sampel ekstrak dan fraksi kental selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas 

antidiabetes dengan metode penghambatan enzim α-glukosidase yang dilakukan 

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

enzim α-glukosidase.  

 

C. Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah peralatan ekstraksi dan 

fraksinasi, blender, neraca analitik (KERN ABS 220-4), rotary vacuum evaporator 

(EYELA USA N-1001-S-WD, Cat Num 216959), Magnetic stirrer (IKS C-MAG 

HS 7), laminar air flow, microplate Reader (Epoch Microplate 

Spectrophotometer) dan mikro pipet. Bahan-bahan yang digunakan adalah daun 

Legundi (Vitex trifolia Linn) kering sebanyak 2,79 kg, pelarut metanol (MeOH), 

n-heksana, dan etil asetat yang sudah didestilasi. Uji penghambatan enzim 
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menggunakan enzim α-glukosidase, p-nitrofenil-α-D-glukopiranosida (p-NPG) 

sebagai substrat, larutan buffer fosfat pH 7, serum bovine albumin, akarbosa, 

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

untuk uji fitokimia adalah kloroform, amoniak, larutan H2SO4 1 M, pereaksi 

Dragendorf (larutan Bi(NO)2 ditambah larutan asam asetat glasial dan larutan KI), 

metanol, asam asetat anhidrat, HCl  pekat, FeCl3 1 %, isoamil alkohol, serbuk Mg. 

 

D. Prosedur Penelitian  

1. Preparasi Sampel  

  Daun Vitex trifolia Linn kering yang diperoleh dari daerah Yogyakarta, 

kemudian dihaluskan dengan  menggunakan blender sampai berbentuk serbuk 

dengan massa total 2,79 kg dan disimpan dalam wadah bersih dan tertutup.  

2. Ekstraksi Daun Legundi (Vitex trifolia Linn) 

  Sebanyak 2,79 kg serbuk daun dimaserasi dengan menggunakan pelarut 

metanol teknis yang sudah didistilasi. Maserasi dilakukan sebanyak tiga kali 

pengulangan dengan mengganti pelarut metanol setelah 24 jam. Hasil ekstrak 

metanol yang diperoleh selama 3 x 24 jam diuapkan dengan menggunakan rotary 

vacuum evaporator pada suhu 30-35 
o
C sehingga diperoleh ekstrak pekat daun 

sebanyak 1 liter. Sebanyak 100 mL ekstrak metanol kental dikeringkan untuk diuji 

aktivitas penghambatan enzim α-glukosidase. 

3. Partisi Ekstrak Metanol Daun Legundi (Vitex trifolia Linn) 

  Ekstrak metanol daun legundi (Vitex trifolia Linn) yang diperoleh 

selanjutnya dipartisi dengan metode ekstraksi cair-cair menggunakan pelarut yang 

memiliki tingkat kepolaran yang berbeda dan tidak saling bercampur satu sama 

lain. Fraksinasi menggunakan pelarut non polar yaitu n-heksana, pelarut semi 

polar yaitu n-heksana-etil asetat 1:1, dan pelarut polar etil asetat. Sebanyak 900 

mL ekstrak metanol kental daun legundi (Vitex trifolia Linn) dibagi kedalam dua 

wadah dengan masing-masing wadah berisi 450 mL. Kedua wadah yang berisi 

ekstrak pekat tersebut diekstraksi cair- cair dengan pelarut n-Heksana sebanyak 

300 mL dan dilakukan tiga kali pengulangan sehingga dihasilkan sebanyak 1800 

mL fraksi yang terlarut dalam n-heksana. Lapisan metanol difraksinasi kembali 
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dengan menggunakan pelarut yang berbeda yaitu n-heksana : etil asetat  sebanyak 

300 mL dengan pengulangan sebanyak tiga kali. Lapisan metanol difraksinasi 

kembali dengan pelarut etil asetat sebanyak 300 mL, pada lapisan metanol dan etil 

asetat ditambahkan pelarut air agar menghasilkan larutan dua lapisan. Selanjutnya 

fraksi dari n-heksana, n-heksana : etil asetat 1:1, dan fraksi etil asetat dengan 

masing – masing volume 1800 mL yang terkumpul dipekatkan dengan rotary 

vacuum evaporator, sehingga didapatkan fraksi kering dari masing-masing 

pelarut. 

4. Uji Fitokimia  

a. Uji Alkaloid 

Uji alkaloid dilakukan dengan menambahkan kloroform : amonia (9:1) 

kedalam 2 mL ekstrak metanol daun Vitex trifolia. Campuran ditambahkan 1 mL 

H2SO4 1 M kemudian dikocok hingga terbentuk dua lapisan yaitu lapisan asam 

pada bagian atas dan lapisan kloroform pada bagian bawah. Lapisan atas (asam) 

dipipet dan diteteskan pada plat tetes. Ditambahkan dua tetes pereaksi Dragendorf 

(larutan Bi(NO)3 ditambah larutan asam asetat glasial dan larutan KI). Hasil 

positif akan menunjukkan endapan jingga sampai merah. Berikut adalah 

persamaan reaksi yang terjadi: 

BiNO3 + 3 KI BiI3 + 3 KNO3

 

BiI3 + IK K [BiI4]

Kalium Tetraiodobismutat
 

N

+ K [BiI4]  
Bi

N

NN

3
+ 3 HI + KI

 

Gambar 5. Persamaan Reaksi Uji Alkaloid (Lutfillah, 2008). 

b. Uji Flavonoid dan Fenolik 

Uji flavonoid dilakukan dengan mengambil Sebanyak 2 mL ekstrak dan 

fraksi dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambah dengan sedikit serbuk 
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magnesium (Mg), setelah itu ditambahkan 1 mL HCl pekat dan 1 mL larutan amil 

alkohol. Hasil positif flavonoid ditandai dengan warna kuning, merah, atau jingga 

pada lapisan amil alkohol (atas). Uji fenolik dilakukan dengan menggunakan 

pereaksi FeCl3 1%. Sebanyak 2 mL ekstrak atau fraksi masing-masing 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambah 0,5 mL FeCl3 1%. Adanya 

senyawa fenolik ditunjukkan dengan terbentuknya warna biru keunguan. Berikut 

adalah reaksi yang terjadi :  

O
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OH

OH

+ H2O

O
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OH

OH

OH

OH

HCl + Cl
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O
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O

OHMg

Mg
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Gambar 6. Persamaan Reaksi Uji Flavonoid (Marliana, 2005). 
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Gambar 7. Persamaan Reaksi Uji Flavonoid (Arum, 2012). 

 

c.  Uji Tanin dan Saponin  

Uji Tanin dilakukan dengan menggunakan pereaksi FeCl3 1%. Sebanyak 2 mL 

ekstrak atau fraksi masing-masing dimasukkan kedalam tabung reaksi dan 

ditambah 0,5 mL FeCl3 1%. Adanya senyawa Tanin ditunjukkan dengan 
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terbentuknya warna biru keunguan. Untuk uji saponin dilakukan dengan 

melarutkan ekstrak dan fraksi ke dalam air panas yang dididihkan selama 5 menit. 

Setelah itu, dimasukan sebanyak 10 mL kedalam tabung reaksi dalam keadaan 

panas. Larutan dikocok kuat secara vertikal selama 10 detik. Apabila terbentuk 

busa stabil setinggi 1-10 cm selama 10 menit, ditambahkan 1 tetes HCl pekat. 

Hasil positif saponin ditandai dengan tetap terdapat busa setelah penambahan 

HCl. Berikut adalah persamaan reaksi yang terjadi : 

O
OH

OH

OH

OH

2

+ FeCl3

Fe O

O

O

O

OOH

OH

O
OH

OH

Warna Hijau Kehitaman 

 

Gambar 8. Persamaan Reaksi Uji Tanin (Heyne, 1987). 
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Gambar 9. Persamaan Reaksi Uji Saponin (Marliana, 2005). 
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d. Uji Steroid dan Terpenoid  

Uji steroid dan terpenoid dilakukan dengan meneteskan ekstrak atau fraksi 

pada plat tetes dan kemudian dikeringkan dengan angin-angin. Selanjutnya 

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

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

dengan terbentuknya warna merah-ungu. Adanya senyawa steroid jika terbentuk 

warna hijau sampai biru. Berikut adalah persamaan reaksi yang terjadi:  
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Gambar 10. Persamaan Reaksi Uji Steroid (Siadi, 2012). 
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Gambar 11. Persamaan Reaksi Uji Terpenoid (Siadi, 2012) 
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5. Uji Aktivitas α-Glukosidase secara In Vitro 

Pengujian aktivitas enzim α-glukosidase dilakukan dengan menggunakan 

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

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

larutan bufer fosfat (pH 7) yang mengandung 200 mg serum bovin albumin,  

sebelum digunakan enzim diencerkan sampai 0,04 unit/mL dengan bufer fosfat 

pH 7. Substrat p-nitrofenil-α-D-glukopiranosida (p-NPG) dibuat menjadi 

konsentrasi 0,5 mM. Pengujian dilakukan pada ekstrak metanol, fraksi n-heksana, 

fraksi n-heksana : etil asetat, dan fraksi etil asetat dengan variasi konsentrasi. 

Prinsip uji ini adalah penentuan aktivitas penghambatan berdasarkan kemampuan 

sampel dalam menghambat reaksi katalisis hidrolisis yang terjadi pada substrat p-

nitrofenil-α-D-glukopiranosa dengan enzim α-glukosidase dan mencegahnya 

menjadi p-nitrofenol dan D-glukopiranosa yang ditandai dengan terjadinya 

perubahan warna larutan dari bening menjadi larutan berwarna kuning. Sampel 

ekstrak maupun fraksi yang memiliki kemampuan penghambatan yang tinggi 

akan menunjukkan intensitas warna larutan yang semakin cerah, yang sebanding 

dengan kemampuan aktivitas penghambatan yang tinggi.     

Sampel ekstrak dan fraksi daun Vitex trifolia Linn masing-masing 

dilarutkan dalam DMSO dan dibuat variasi konsentrasi yaitu 25 ppm, 50 ppm, 

100 ppm, dan 200 ppm. Kemudian, kedalam 10 µL masing-masing sampel 

ditambahkan 50 µL buffer fosfat 0,1 M (pH 7), 25 µL substrat 4-nitrofenil- α-D-

glukopiranosa 0,5 M. Selanjutnya ditambahkan 25 µL larutan enzim α-

glukosidase. Campuran reaksi tersebut diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 30 

menit agar berlangsung reaksi enzimatis. Ditambahkan 100 µL larutan natrium 

karbonat 0,2 M untuk menghentikan rekasi enzimatis yang berlangsung. 

Pengukuran absorbansi p-nitrofenil yang terbentuk dalam campuran reaksi 

dilakukan dengan menggunakan microplate reader (Elisa Microplate 

Spectrophotometer) pada panjang gelombang 410 nm yang merupakan panjang 

gelombang maksimum. Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan 

terhadap tiga sampel dengan konsentrasi dan perlakuan yang sama. Sistem reaksi 

dijelaskan pada Tabel 1.  S0 digunakan sebagai koreksi terhadap absorban ekstrak. 
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Tablet akarbosa (Glukobay) digunakan sebagai kontrol positif. Glukobay 

dilarutkan dalam bufer dan HCl 2 N (1:1) dan dibuat variasi konsentrasi yaitu 0,1 

ppm, 0,5 ppm, 1,0 ppm, 5,0 ppm, dan 10 ppm. Larutan  diambil sebanyak 1 μL 

dan dimasukkan ke dalam campuran reaksi seperti dalam sampel ekstrak (S1). 

Tabel 2. Prosedur uji aktivitas inhibisi α-glukosidase 

Reagen  Blangko  K S0  S1  

Ekstrak(µL) - - 1 1 

DMSO(µL) 1 1 - - 

Buffer(µL) 49 49 49 49 

Substrat(µL) 25 25 25 25 

Inkubasi 37
o 
selama 5 menit  

Buffer(µL) 25 - 25 - 

Enzim(µL) - 25 - 25 

Inkubasi 37
o 
selama 15 menit 

Na2CO3(μL)  100 100 100 100 

 

Keterangan :  

Blangko   = campuran larutan tanpa adanya ekstrak dan enzim (Campuran 

Buffer fosfat dan substrat p-nitrofenil-α-D-glukopiranosida (p-

NPG). 

K  = kontrol positif (campuran DMSO, enzim α-glukosidase, Buffer 

fosfat, dan substrat p-nitrofenil-α-D-glukopiranosida (p-NPG)) 

tanpa ekstrak  

S0  = campuran ekstrak tanpa enzim (Campuran Buffer fosfat, Natrium 

karbonat) 

S1            = campuran enzim dan ekstrak (Campuran Buffer fosfat, natrium 

Karbonat) 

 

Hasil pengukuran absorbansi p-nitrofenol dapat digunakan untuk perhitungan 

aktivitas inhibitor enzim α-glukosidase dengan rumus (Kim et al.,2009) 

Aktivitas Penghambatan = 
     

  
 x 100 % 

Keterangan : A0= Absorbansi blangko (blangko-K) 

 A1= Absorbansi sampel (S1-S0) 
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Hasil absorbansi kemudian diplotkan kedalam sebuah grafik dengan sumbu x 

adalah log konsentrasi sampel dan sumbu y adalah persentase penghambatan. 

Berdasarkan dari grafik tersebut maka akan didapat persamaan regresi linearnya.  

Y= a+ bx 

Setelah didapat hasil persamaan regresi linear, nilai IC50 artinya menunjukkan 

konsentrasi sampel yang memiliki persen aktivitas penghambatan sebesar 50%.  

Nilai IC50 dapat dihitung menggunakan rumus sebagai berikut : 

IC50 = 
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BAB 4  

HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

Uji fitokimia terhadap sampel (ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi n-

heksana : etil asetat, dan fraksi etil asetat) dilakukan untuk mengetahui golongan 

senyawa yang terkandung dalam masing-masing ekstrak dan fraksi. Uji fitokimia 

yang dilakukan yaitu uji alkaloid, uji fenolik, uji flavonoid, uji tanin, uji steroid, 

uji terpenoid, dan uji saponin. Hasil identifikasi golongan senyawa tersebut dapat 

dijadikan acuan untuk memperkirakan golongan senyawa dari sampel ekstrak  

yang dapat memberikan kemampuan untuk menghambat aktivitas enzim α-

glukosidase. Tabel 3 menunjukkan hasil fitokimia dari semua sampel.  

 

Tabel 3.  Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Metanol, Fraksi n-Heksana, Fraksi Etil asetat, 

Fraksi n-Heksana -Etil Asetat Daun Vitex trifolia Linn. 

 

Berdasarkan hasil uji fitokimia terlihat bahwa pada fraksi etil asetat 

menunjukkan hasil positif adanya kandungan metabolit sekunder golongan 

flavonoid dan saponin yang tidak ditunjukkan oleh sampel lainnya. Adanya 

senyawa golongan flavonoid dan saponin diduga berperan dalam menghambat 

enzim α-glukosidase. Berdasarkan penelitian, flavonoid diketahui dapat 

Sampel Alkaloid Flavonoid Fenolik Saponin Tanin Steroid Terpenoid 

Ekstrak 

Metanol
- - + - + - -

Fraksi n-

Heksana
- - + - - - -

Fraksi n-

Heksana – 

Etil Asetat 

1:1

- - + - + + -

Fraksi Etil 

Asetat
- + + + + + -
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menghambat kerja enzim α-glukosidase (Gu et al., 2015), karena gugus hidroksil 

dari senyawa flavonoid (yaitu geraldon) menempati sisi aktif enzim α-glukosidase 

melalui ikatan hidrogen dengan residu asam amino Asp329 dan Arg415 enzim α-

glukosidase. Interaksi tersebut menyebabkan aktivitas enzim α-glukosidase 

terhambat (Ahmed et al., 2014). Berikut adalah gambaran interaksi yang 

kemungkinan terjadi antara sisi aktif enzim dengan senyawa flavonoid yang 

tersaji pada gambar 12.  

 

Gambar 12. Interaksi Senyawa Flavonoid dengan Sisi Aktif Enzim (Xu, 2010) 

 

Kandungan senyawa flavonoid yang terdapat dalam fraksi etil asetat 

membuat fraksi etil asetat daun Vitex trifolia Linn kemungkinan dapat 

menghambat enzim α-glukosidase. Uji aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase 

dilakukan pada sampel ekstrak dan fraksi dari daun Legundi (Vitex trifolia Linn) 

yaitu ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi n-heksana : etil asetat, dan fraksi 

etil asetat dengan variasi konsentrasi mulai dari 25, 50, 100, dan 200 ppm dan 

diuji sebanyak tiga kali pengulangan (triplo). Tujuan variasi konsentrasi dilakukan 

untuk mengetahui tingkat kemampuan sampel dalam menghambat kerja enzim α-

glukosidase. Prinsip uji ini didasarkan pada penentuan aktivitas inhibisi sampel 

terhadap enzim α-glukosidase, dimana enzim α-glukosidase akan menghidrolisis 

substrat p-nitrofenol α-D-glukopiranosida menjadi p-nitrofenol dan glukosa. 

Aktivitas inhibisi enzim diukur berdasarkan hasil pengukuran absorbansi warna 

kuning p-nitrofenol yang dihasilkan (Sugiwati et al., 2009).  
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 Gambar 13. Perbandingan Warna p-nitrofenol Hasil Uji Inhibisi Enzim α -glukosidase 

terhadap Ekstrak Metanol, Fraksi n-heksana, Fraksi n-hseksana:Etil, Fraksi 

Etil Asetat, dan Glukobay.  

Berdasarkan hasil pengukuran aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase 

terhadap semua sampel, hampir semua sampel menunjukkan perubahan warna 

larutan menjadi kuning dengan intensitas warna yang hampir sama, hal tersebut 

menunjukkan bahwa p-nitrofenol yang terbentuk semakin banyak, sehingga 

kemampuan sampel dalam menghambat enzim α-glukosidase sangat lemah. 

Namun terdapat perbedaan pada intensitas warna kuning yang dihasilkan oleh 

fraksi etil asetat yang memiliki intensitas warna yang lebih pudar dibandingkan 

dengan ekstrak metanol, fraksi n-heksana, dan fraksi n-heksana : etil asetat. Hal 

ini menandakan bahwa sampel fraksi etil asetat dapat menghambat enzim α-

glukosidase. Glukobay (yang mengandung akarbosa) sebagai pembanding 

menghasilkan intensitas warna kuning yang lebih pudar dibandingkan dengan 

semua sampel karena glukobay merupakan salah satu agen antidiabetes oral yang 

biasa digunakan dalam menurunkan kadar glukosa darah pada penderita diabetes 

tipe II (Dewick, 2009). 

Pengukuran absorbansi p-nitrofenol dilakukan untuk mengetahui lebih 

lanjut kemampuan dari semua sampel serta standar glukobay dengan 

menggunakan spektrofotometri Elisa Reader yang dilakukan pada panjang 

gelombang 410 nm sebagai panjang gelombang optimum yang diperoleh. Hasil 



25 
 

 
 

pengukuran aktivitas dari sampel ekstrak, fraksi, dan glukobay disajikan pada 

tabel 4.  

Tabel 4.  Hasil Data Absorbansi p-nirofenol dan Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase 

oleh Ekstrak, Fraksi, dan Glukobay 

 

 
 

 

Tabel 5.  Hasil Data Absorbansi p-nitrofenol dan Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase 

oleh Ekstrak, Fraksi, dan Glukobay (Lanjutan) 

 

 
Berdasarkan tabel 5, sampel fraksi etil asetat menghasilkan nilai 

absorbansi yang semakin kecil seiring dengan kenaikan konsentrasi sampel. Hal 

A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3

0 0,045 0,980 0,97 0,954 0,935 0,925 0,909

25 0,047 0,984 0,964 0,948 0,937 0,917 0,901 -0,214 0,865 0,880   0,510

50 0,048 0,989 1,029 1,015 0,941 0,981 0,967 -0,642 -6,05 -6,38 -4,36

100 0,051 1,075 1,083 1,045 1,024 1,032 0,994 -9,52 -11,6 -9,35 -10,1

200 0,057 1,049 1,044 1,051 0,992 0,987 0,994 -6,10 -6,70 -9,35 -7

Absorbansi
Aktivitas Inhibisi (%)

K(-)
Absorbansi Abs Terkoreksi Rata-rata 

% inhibisi

Ekstrak 

Metanol

Konsentrasi 

(ppm)

A1 A2 A3 A1 A2 A3 A1 A2 A3

0 0,047 0,970 0,954 0,935 0,923 0,907 0,888

25 0,049 1,006 0,987 0,985 0,957 0,938 0,936 -3,68 -3,42 -5,41 -4,17

50 0,05 1,064 1,075 1,01 1,014 1,025 0,96 -9,86 -13,01 -8,11 -10,3

100 0,054 1,113 1,057 1,07 1,059 1,003 1,016 -14,7 -10,6 -14,4 -13,2

200 0,063 1,113 1,097 1,054 1,05 1,034 0,991 -13,8 -14,00 -11,6 -13,1

0 0,046 0,913 0,921 0,935 0,867 0,875 0,889

25 0,047 0,904 0,879 0,897 0,857 0,832 0,85 1,15 4,91 4,39 3,48

50 0,048 0,877 0,891 0,898 0,829 0,843 0,85 4,38 3,66 4,39 4,14

100 0,051 0,960 0,958 1,012 0,909 0,907 0,961 -4,84 -3,66 -8,10 -5,53

200 0,065 1,059 1,037 1,063 0,994 0,972 0,998 -14,6 -11,1 -12,3 -12,7

0 0,05 0,935 0,921 0,935 0,885 0,871 0,885

25 0,05 0,879 0,894 0,847 0,829 0,844 0,797 6,33 3,10 9,94 6,46

50 0,054 0,861 0,872 0,881 0,807 0,818 0,827 8,81 6,09 6,55 7,15

100 0,063 0,844 0,853 0,847 0,781 0,79 0,784 11,8 9,3 11,4 10,8

200 0,081 0,628 0,634 0,574 0,547 0,553 0,493 38,2 36,5 44,3 39,7

0 0,046 0,54 0,555 0,56 0,494 0,509 0,514

0,1 0,046 0,435 0,431 0,444 0,389 0,385 0,398 21,3 24,4 22,6 22,7

0,5 0,045 0,246 0,214 0,255 0,201 0,169 0,21 59,3 66,8 59,1 61,8

1 0,05 0,186 0,19 0,176 0,136 0,14 0,126 72,5 72,5 75,5 73,5

5 0,046 0,091 0,095 0,091 0,045 0,049 0,045 90,9 90,4 91,2 90,8

10 0,047 0,074 0,077 0,079 0,027 0,03 0,032 94,5 94,1 93,8 94,1

Fraksi n-

Heksana

Fraksi n-

Heksana : 

Etil Asetat

Fraksi Etil 

Asetat

Glukobay

Konsentra

si (ppm)

Absorbansi
Aktivitas Inhibisi (%)

K(-)
Absorbansi Abs Terkoreksi Rata-rata 

% inhibisi
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tersebut menandakan bahwa kemampuan sampel semakin kuat dalam 

menghambat kerja enzim α-glukosidase. Pengukuran absorbansi p-nitrofenol 

dapat digunakan untuk mengetahui aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase dengan  

menggunakan rumus (Kim et al.,2009) : 

Aktivitas Penghambatan = 
     

  
 x 100 % 

Keterangan : A0= Absorbansi blangko (blangko-K) 

 A1= Absorbansi sampel (S1-S0) 

Berdasarkan perhitungan didapatkan absorbansi blangko yaitu 0,970 

dengan absorbansi blangko yaitu 0,925 dan absorbansi ekstrak metanol dengan 

konsentrasi 25 ppm yaitu 0,917. Hasil perhitungan aktivitas inhibisi yaitu : 

 

Aktivitas Inhibisi (%) = 
           

     
 x 100 % = 0,865 % 

Perhitungan aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase terhadap semua sampel dan 

glukobay lebih lengkap dapat dilihat pada lampiran 9. Selanjutnya dari data 

absorbansi tersebut dibuat grafik hubungan aktivitas inhibisi dengan log 

konsentrasi sampel, dimana persen aktivitas inhibisi sebagai sumbu y dan log 

konsentrasi sampel sebagai sumbu x. Hasil perbandingan tersebut ditunjukkan 

pada gambar 6.  

 Berdasarkan grafik hubungan aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase 

dengan log konsentrasi terhadap semua sampel dan glukobay (Gambar 6) 

menunjukkan bahwa  aktivitas inhibisi enzim α-glukosidase oleh sampel fraksi 

etil asetat memiliki aktivitas yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan sampel 

lainnya dan memiliki aktivitas yang mirip dengan glukobay (sebagai kontrol). Hal 

tersebut menunjukkan adanya senyawa-senyawa metabolit sekunder yang 

berperan dalam menghambat enzim α-glukosidase yang terkandung dalam fraksi 

etil  asetat.  
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Gambar 14.  Grafik Persentase Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase 

   dengan Log Konsentrasi Semua Sampel dan Glukobay 

 

  Penentuan nilai IC50 dari sampel uji dan standar glukobay dilakukan 

menggunakan persamaan garis linier yang didapat dari grafik hubungan aktivitas 

inhibisi dengan log konsentrasi. Nilai IC50 merupakan aktivitas enzim α-

glukosidase yang dapat dihambat sebesar 50% oleh konsentrasi sampel. Inhibisi 

terhadap enzim α-glukosidase semakin baik jika nilai IC50 semakin kecil (Mohan 

et al., 2013).  

 
Gambar 15. Grafik Hubungan Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase  

                    dengan Log Konsentrasi Fraksi Etil Asetat 
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Gambar 16. Grafik Hubungan Aktivitas Inhibisi Enzim α-Glukosidase  

        dengan Log Konsentrasi Glukobay 

 

  Berdasarkan grafik pada gambar 8 dan 9, menunjukkan bahwa nilai IC50 

dari sampel fraksi etil asetat yaitu sebesar 691,8 ppm dan pada glukobay (sebagai 

kontrol) yaitu sebesar 0,3259 ppm.  Berdasarkan persamaan garis linier dari grafik 

hubungan antara aktivitas inhibisi dengan log konsentrasi yang didapat, maka 

dapat diketahui nilai IC50 dari sampel fraksi etil asetat dan glukobay seperti yang 

tercantum dalam tabel 7. Berdasarkan tabel 6, nilai IC50 fraksi etil asetat tidak 

berpotensi menghambat enzim α-glukosidase (nilai IC50 691,8 ppm) dibandingkan 

dengan glukobay dengan nilai IC50 (yaitu sebesar 0,3529 ppm).  

 

Tabel 6. Kategori Nilai IC50 sebagai Zat Antidiabetes (Darmawan, 2010) 

 
 

Tabel 7. Nilai IC50 Fraksi Etil Asetat dan Glukobay 

 

 

Adanya aktivitas inhibisi oleh fraksi etil asetat diduga diakibatkan adanya 

interaksi yang terjadi antara metabolit sekunder dengan sisi aktif enzim, hal ini 

y = 34,944x + 65,806 
R² = 0,9365 
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didukung oleh uji fitokimia yang dilakukan yang menunjukkan bahwa fraksi etil 

asetat mengandung senyawa metabolit sekunder yang diduga berperan sebagai 

inhibitor dalam menghambat aktivitas enzim α-glukosidase. Hasil uji fitokimia 

menunjukkan bahwa fraksi etil asetat mengandung golongan senyawa flavonoid 

dan saponin yang tidak ditunjukkan oleh sampel lainnya, sehingga aktivitas 

inhibisi fraksi etil asetat memiliki aktivitas inhibisi yang paling tinggi 

dibandingkan yang sampel lainnya yang tidak mengandung metabolit sekunder 

flavonoid dan saponin.  

Hasil kajian literatur menunjukkan tumbuhan Vitex trifolia Linn 

mengandung senyawa turunan flavonoid  antara lain vitexicarpin, luteolin, 

artemetin, kastisin, vitexin, 3,6,7-trimetilquersetagetin, luteolin-3-O-β-D-

glukoronida. Senyawa metabolit sekunder tersebut diketahui memiliki potensi 

sebagai anti inflamasi dan anti tumor (Mustarichie  et al., 2013). Penelitian lain 

menyebutkan jika luteolin dan kuersetin yang merupakan senyawa kimia turunan 

golongan flavonoid dapat menghambat enzim α-glukosidase dengan nilai IC50 

sebesar 18,6 ppm (Tadera et al., 2006). Interaksi yang terjadi yaitu adanya ikatan 

hidrogen yang terjadi antara gugus –OH pada cincin B dalam  struktur flavonoid 

dengan bagian sisi aktif enzim Asp214, Glu276 dan Arg439 (Xu, 2010). Selain itu, 

penelitian lain menyebutkan bahwa ekstrak etanol dari batang Vitex glabarata 

mampu menghambat enzim α-glukosidase secara in vitro dengan nilai IC50 yang 

rendah yaitu 11,22 ppm (Thiantongin, 2014).  

 Selain adanya senyawa golongan flavonoid, fraksi etil asetat juga 

mengandung saponin yang diduga dapat mempengaruhi fraksi etil asetat dalam 

menghambat enzim α-glukosidase. Penelitian Elekofehinti (2015) menyatakan 

bahwa saponin merupakan salah satu metabolit sekunder yang terdapat dalam 

tanaman yang mempunyai aktivitas antidiabetes yang sangat baik melalui 

mekanisme penghambatan enzim α-glukosidase. Hal ini didukung oleh penelitian 

Dou et al (2012) yang menunjukkan bahwa salah satu senyawa saponin yang 

diisolasi dari bagian akar tanaman Aralia taibaiensis (EAT) mampu menghambat 

enzim α-glukosidase  dengan IC50 sebesar 0,48 ppm. Berdasarkan hal tersebut 

maka dapat disimpulkan bahwa adanya aktivitas inhibisi yang terjadi pada fraksi 
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etil asetat terhadap enzim α-glukosidase, dikarenakan  kemungkinan mengandung 

senyawa flavonoid (salah satunya luteolin) dan golongan senyawa saponin yang 

dapat menghambat enzim α-glukosidase. Namun pada penelitian ini fraksi etil 

asetat memiliki nilai IC50 yang besar yang menandakan bahwa fraksi tidak 

dikategorikan sebagai inhibitor yang baik dalam menghambat enzim α-

glukosidase. Hal ini terjadi karena senyawa flavonoid dan saponin yang 

terdistribusi dalam fraksi etil asetat hanya sedikit yang dapat menghambat enzim 

α-glukosidase. Selain itu pengaruh faktor lingkungan seperti suhu, dan yang 

lainnya dapat mempengaruhi kuantitas dan kualitas dari metabolit sekunder yang 

dihasilkan dalam suatu tumbuhan khususnya pada daun Vitex trifolia.  
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesimpulan  

Berdasarkan penelitian diperoleh kesimpulan yaitu : 

1. Hasil uji fitokimia terhadap fraksi etil asetat menunjukkan adanya 

golongan senyawa flavonoid dan saponin yang diduga berperan dalam 

aktivitas penghambatan enzim α-glukosidase. 

2. Fraksi etil asetat daun Vitex trifolia Linn memiliki nilai IC50 sebesar 691,8 

ppm dan dikategorikan tidak aktif sebagai zat antidiabetes. 

 

B. Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut, seperti isolasi senyawa untuk 

mengetahui jenis senyawa aktif yang terdapat dalam fraksi yang berperan dalam 

menghambat enzim α-glukosidase, karakterisasi, menghitung kadar flavonoid 

dalam fraksi, dan uji secara in vivo dari tanaman Vitex trifolia Linn.  
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LAMPIRAN 

 



 
 

 
 

Lampiran 1. Bagan Kerja Ekstraksi Daun Legundi (Vitex trifolia Linn) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2,79 kg Daun Legundi kering  

(Vitex trifolia Linn) 

Serbuk Daun Legundi 

1000 mL Ekstrak Metanol 

pekat 

- Dihaluskan sampai menjadi 

serbuk 

- Dimaserasi dengan pelarut Metanol 

- Dilakukan tiga kali pengulangan 

penambahan pelarut 

100 mL Ekstrak Metanol  

8,4251 g ekstrak metanol 

- Diuapkan pelarutnya dengan 

rotary vacuum evaporator 

- Diuji aktivitas 

penghambatan enzim 

α-glukosidase 

Data Hasil Uji 

900 mL Ekstrak Metanol  

Ekstrak Metanol Sisa Fraksi n-Heksana 

- Dipartisi dengan 

pelarut n-heksana 

- Diuapkan pelarutnya dengan 

rotary vacuum evaporator 

-  
22,9283 g fraksi n-heksana 

- Diuji aktivitas penghambatan 

enzim α-glukosidase 

Data Hasil Uji 
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Lampiran 2. Bagan Kerja Ekstraksi Daun Legundi (Vitex trifolia Linn)      

(Lanjutan) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak Metanol Sisa 

- Dipartisi dengan pelarut n-heksana 

– etil asetat  

Fraksi n-heksana – etil asetat 

28,0677 g fraksi heksan/etil 1:1 

- Diuapkan pelarutnya 

dengan rotary vacuum 

evaporator 

- Diuji aktivitas 

penghambatan 

enzim α-

glukosidase 

Data Hasil Uji 

- Dipartisi dengan 

pelarut Etil 

asetat  

Fraksi etil asetat 

- Diuapkan pelarutnya dengan 

rotary vacuum evaporator 

8,3294 g fraksi etil asetat 

- Diuji aktivitas 

penghambatan 

enzim α-

glukosidase 

Data Hasil Uji 

Ekstrak Metanol Sisa 
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Lampiran 3. Bagan Kerja Uji  Alkaloid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (+) Alkaloid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 mL ekstrak metanol V.trifolia 

- Ditambah kloroform:ammonia 

(9:1) 

- Ditambah 20 tetes H2SO4  

- Diaduk 

- Didiamkan beberapa saat 

hingga terbentuk 2 lapisan 

 

Lapisan atas (asam) 

- Dipipet dan dimasukkan 

kedalam tabung reaksi  

Tabung reaksi 

Endapan jingga merah 

- Ditambah 2 tetes pereaksi 

dragendorf 
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Lampiran 4. Bagan Kerja Uji Fenolik dan Flavonoid   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 (+) Fenolik 

 

(+) Flavonoid        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2 mL ekstrak metanol V.trifolia 

- Dilarutkan dalam air panas 

yang dididhkan selama 5 

menit  

- Dimasukkan ke dalam dua 

tabung reaksi berbeda 

Tabung reaksi Plat tetes 

- Ditambah sedikit serbuk Mg 

- Ditambah 1 mL HCl pekat 

- Ditambah 1 mL amil alkohol 

 

- Ditambah 

larutan 

FeCl3 1% 

 

Jingga dan kuning pada 

lapisan amil alkohol 

Biru atau biru-ungu 
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Lampiran 5. Bagan kerja Uji Saponin  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (+) Saponin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 mL ekstrak metanol V.trifolia 

Tabung reaksi 

- Dilarutkan dalam air panas 

yang mendidih selama 5 

menit 

- Dituang kedalam tabung 

reaksi dalam keadaan panas 

Busa setinggi 1-5 cm 

selama 10 menit 

Busa tetap/tidak hilang  

- Dikocok kuat secara 

vertikal selama 10 detik 

- Ditambah 1 tetes HCl 

pekat 



43 
 

 
 

Lampiran 6. Bagan kerja Uji Steroid dan Terpenoid  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (+) Steroid   (+) Terpenoid 

 

 

 

(+) Steroid dan Terpenoid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-3 tetes ekstrak MeOH V. trifolia 

Plat tetes 

- Diteteskan pada plat tetes 

- Didiamkan hingga kering 

- Ditambah 2-3 tetes 

CH3COOH anhidrat  

- Diaduk 

- Ditambah 1-2 tetes H2SO4 

Hijau sampai biru 
Merah dengan 

biru-ungu 

berbentuk cincin 

di tengah-tengah 

Merah atau ungu 
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Lampiran 7. Bagan Uji Fitokimia Uji Tanin  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (+) Tanin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 mL ekstrak metanol V.trifolia 

Plat tetes 

- Dilarutkan dalam air 

panas yang dididhkan 

selama 5 menit  

- Dimasukkan ke dalam 

plat tetes 

-  

Larutan biru kehitaman 

- Ditambahkan larutan FeCl3 

1% 
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Lampiran 8. Bagan Kerja Uji Aktivitas Penghambatan Enzim α-Glukosidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

10 µL larutan dimetil 

sulfoksida/sampel (ekstrak, fraksi, 

dan akarbosa) + 50 µL buffer fosfat 

(pH 7.0) + 25 µL p-nitrofenil-α-

glukopiranosida 

Larutan Enzim 

1 mg α-glukosidase + 100 mL 

buffer fosfat kemudian 

diencerkan 25 kali 

Reaksi enzimatis dimulai 

Penghentian reaksi dengan 

100 µL 200 mM Natrium 

karbonat 

Diinkubasi 37
o
C selama 15 menit 

Diukur pada λ = 410 nm 
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Lampiran 9. Perhitungan Aktivitas Penghambatan 

Perhitungan Aktivitas Penghambatan pada Ekstrak Metanol, Fraksi n-heksana, 

Fraksi n-heksana : etil asetat, dan fraksi etil asetat. 

a. Ekstrak Metanol Daun 

 Konsentrasi 25 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -0,214 

 Konsentrasi 25 ppm  (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 0,865  

 Konsentrasi 25  ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 0,880 

 Konsentrasi 50  ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = - 0,642 
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 Konsentrasi 50 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -6,054 

 Konsentrasi 50 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -6,380 

 Konsentrasi 100 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -9,519 

 Konsentrasi 100 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -11,56 

 Konsentrasi 100 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
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Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -9,351 

 Konsentrasi 200 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -6,096 

 Konsentrasi 200 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -6,703 

 Konsentrasi 200 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -9,351 

b. Fraksi N-Heksana  

 Konsentrasi 25 ppm (U1) 
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Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -3,684 

 Konsentrasi 25 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -3.148 

 Konsentrasi 25 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -5,405 

 Konsentrasi 50 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -9,859 
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 Konsentrasi 50 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -13,010 

 Konsentrasi 50 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = - 8,108 

 Konsentrasi 100 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -14,735 

 Konsentrasi 100 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
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Aktivitas penghambatan (%) = -10,584  

 Konsentrasi 100 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -14,414 

 Konsentrasi 200 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -13,759 

 Konsentrasi 200 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -14,002 

 Konsentrasi 200 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
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Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -11,599 

c. Fraksi Heksana - Etil Asetat 1:1  

 Konsentrasi 25 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 1,153 

 Konsentrasi 25 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 4,914 

 Konsentrasi 25 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 4,387 

 Konsentrasi 50 ppm (U1) 
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Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 4,383 

 Konsentrasi 50 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 3,657 

 Konsentrasi 50 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 4,387 

 Konsentrasi 100 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = - 4,844 
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 Konsentrasi 100 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = - 3,657 

 Konsentrasi 100 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = - 8,099 

 Konsentrasi 200 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -14,648 

 Konsentrasi 200 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
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Aktivitas penghambatan (%) = - 11,086 

 Konsentrasi 200 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = -12,261 

d. Fraksi Etil Asetat 

 Konsentrasi 25 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 6,328 

 Konsentrasi 25 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 3,100 

 Konsentrasi 25 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
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Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 9,944 

 Konsentrasi 50 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 8,814 

 Konsentrasi 50 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 6,085 

 Konsentrasi 50 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 6,554 

 Konsentrasi 100 ppm (U1) 
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Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 11,751 

 Konsentrasi 100 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 9,300 

 Konsentrasi 100 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 11,412 

 Konsentrasi 200 ppm (U1) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 38,192 
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 Konsentrasi 200 ppm (U2) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 36,510 

 Konsentrasi 200 ppm (U3) 

Aktivitas penghambatan (%) = 
                                  

                 
      

Aktivitas penghambatan (%) = 
           

     
      

Aktivitas penghambatan (%) = 44,294 
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Lampiran 10. Perhitungan Nilai IC50  

1. Fraksi Etil Asetat  

Persamaan garis : y =  34,314x - 47,439 

     50 = 34,314x - 47,439 

Log (x) = 
         

      
  = 2,840 

X = 691,8 ppm 

 

2. Glukobay 

Persamaan garis : y = 34,944x + 65,806 

50 = 34,944x + 65,806 

Log (x) =
         

      
  = -0,4523 

x = 0,3529 ppm 
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Lampiran 11. Hasil Uji Fitokimia 

1. Uji alkaloid 

 

2. Uji fenolik 

 

3. Uji flavonoid 

 

4. Uji terpenoid 
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5. Uji steroid 

 

6. Uji Tanin 

 

7. Uji saponin 
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Lampiran 12. Sertifikat Uji Aktivitas Penghambatan Enzim α-Glukosidase 
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Lampiran 13. Sertifikat Uji Aktivitas Penghambatan Enzim α-Glukosidase 

 (Lanjutan) 
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