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ABSTRAK 

Diabetes mellitus merupakan penyakit yang ditandai dengan adanya peningkatan kadar glukosa darah karena 
tubuh tidak dapat menghasilkan atau menggunakan insulin dengan baik. Salah satu tanaman herbal yang 
dapat menurunan kadar glukosa dalam darah adalah tanaman mimba (Azadirachta indica). Daun mimba telah 
diketahui memiliki senyawa flavonoid yang sangat berpotensi dalam menurunkan kadar glukosa darah. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi antidiabetes dari fraksi daun mimba (Azadirachta indica) 
dengan variasi pelarut berbeda dalam menghambat enzim α-amilase. Daun mimba diekstraksi dengan metode 
maserasi menggunakan metanol kemudian dipartisi cair-cair dengan pelarut n-heksan etil asetat dan metanol. 
Fraksi n-heksan, etil asetat dan metanol daun mimba yang diperoleh dilakukan skrining fitokimia dan uji in 
vitro terhadap enzim α-amilase menggunakan substrat pati beras dan reagen dinitrosalisilat (DNS). 
Penghambatan enzim α-amilase dilakukan dengan variasi konsentrasi sampel yaitu 200; 400; 600; 800 dan 
1000 ppm. Analisis data dilakukan secara deskriptif dengan menghitung nilai % inhibisi dan IC50. Hasil 
penelitian menunjukkan adanya kandungan senyawa alkaloid dan terpenoid pada fraksi n-heksan; flavonoid 
dan tanin pada fraksi etil asetat; serta flavonoid, tanin, saponin dan alkaloid pada fraksi metanol. Nilai IC50 
fraksi etil asetat didapatkan sebesar 54,85 μg/ml dengan kategori kuat dan metanol sebesar 132,26 μg/ml 
dengan kategori sedang, sedangkan fraksi n-heksan didapatkan nilai penghambatan sebesar 33,82% pada 
konsentrasi 600 ppm. Fraksi n-heksan tidak dapat diukur nilai IC50nya karena adanya perbedaan polaritas 
antara fraksi n-heksan dengan enzim α-amilase sehingga tidak dapat bercampur dengan baik. Fraksi etil asetat 
menunjukkan penghambatan paling tinggi dibandingkan dengan fraksi lainnya. 
 

  

 

PENDAHULUAN 
Diabetes	 mellitus	 (DM)	 merupakan	 penyakit	
gangguan	 metabolit	 di	 Indonesia	 yang	 terus	
mengalami	 peningkatan	 secara	 signifikan	 dan	
berbahaya	apabila	tidak	diatasi	dengan	benar	dan	
tepat.	Menurut	International	Diabetes	Federation	
(IDF),	Indonesia	menduduk	peringkat	ke-5	dengan	
jumlah	 sebanyak	 19,5	 juta	 jiwa	 yang	 menderita	
diabetes	 mellitus	 dengan	 rentang	 umur	 20-79	
tahun	 (1).	 World	 Health	 Organization	 (WHO)	
memperkirakan	Indonesia	akan	memiliki	21,3	juta	
kasus	 diabetes	 melitus	 pada	 tahun	 2030	 jika	
kondisi	ini	tidak	dikelola	dengan	baik	(2).	

Tubuh	 tidak	 dapat	 secara	 efektif	 menghasilkan	
atau	 menggunakan	 insulin	 yang	 mengakibatkan	
peningkatan	 kadar	 glukosa	 darah	 merupakan	
salah	 satu	 gejala	 diabetes	 mellitus	 (3).	 Jenis	
diabetes	yang	paling	banyak	diderita	masyarakat	
Indonesia	 adalah	 diabetes	 melitus	 tipe	 2	 (4).	
Mengontrol	 kadar	 glukosa	 postprandial	 adalah	
upaya	 untuk	 mencegah	 diabetes	 mellitus	 tipe	 2.	
Hal	ini	dapat	dicapai	melalui	strategi	pengobatan	
dengan	menunda	penyerapan	glukosa,	khususnya	
dengan	menghambat	enzim	hidrolisis	karbohidrat	
(5).	

Enzim	α-amilase	merupakan	 enzim	yang	 terlibat	
dalam	 metabolisme	 karbohidrat,	 yang	 bekerja	
dengan	 memecah	 karbohidrat	 menjadi	
karbohidrat	 sederhana	 dan	 glukosa	 (6).	 Obat	
dengan	aktivitas	penghambatan	α-amilase	bekerja	
dengan	 menginhibisi	 pencernaan	 karbohidrat	
kompleks	 (amilum)	 menjadi	 glukosa	 sehingga	

mengurangi	 peningkatan	 kadar	 glukosa	
postprandial	 pada	 penderita	 diabetes	 mellitus	
(5,7).	 Akarbose	merupakan	 obat	 inhibitor	 enzim	
α-glukosidase	 dan	 α-amilase	 yang	 saat	 ini	 telah	
digunakan	 secara	 klinis.	 Namun,	 golongan	
tersebut	 memiliki	 keterbatasan	 yang	
menyebabkan	 timbulnya	 efek	 samping	 pada	
gastrointestinal	 seperti	 perut	 kembung,	 mual,	
muntah	 hingga	 diare	 yang	 dapat	 menyebabkan	
menurunnya	kepatuhan	minum	obat	pada	pasien	
(8).	

Selain	 itu,	 faktor	 biaya	 pengobatan	 juga	 perlu	
dipertimbangkan	 karena	 diabetes	 mellitus	
merupakan	 penyakit	 menahun	 yang	 tidak	 dapat	
sembuh	 dan	 hanya	 dapat	 diatasi	 dengan	 cara	
merangsang	 kerja	 sel	 β-pankreas	 untuk	
menghasilkan	 insulin	 yang	 berfungsi	 sebagai	
transport	 glukosa	 ke	 dalam	 sel-sel	 hati	 dan	 otot	
atau	 menghambat	 percepatan	 penggunaan	
glukosa	 di	 dalam	 darah	 sehingga	 proses	
metabolisme	 dalam	 tubuh	 berlangsung	 dengan	
normal.	 Mengatasi	 permasalahan	 tersebut	 dapat	
dilakukan	pendekatan	terapi	dari	bahan	alam	yang	
memiliki	 kemampuan	 sama	 dan	 efek	 samping	
yang	rendah	dengan	penggunaan	tepat	dosis	serta	
biaya	 pengobatan	 yang	 minimum	 untuk	
digunakan	secara	berkala	(9).	

Salah	satu	tanaman	herbal	yang	dapat	menurunan	
kadar	 glukosa	 dalam	 darah	 adalah	 daun	 mimba	
(Azadirachta	 indica)	 (10–12).	 Diketahui	 daun	
mimba	memiliki	senyawa	aktif	alkaloid,	saponin,	
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glikosida	 jantung,	 tanin,	 flavonoid,	 fenol,	 terpenoid	 dan	
steroid	(13).	Flavonoid	dan	tanin	merupakan	golongan	besar	
senyawa	 yang	 memiliki	 potensi	 dalam	 menurunkan	 kadar	
glukosa	 darah	 dengan	 cara	mempertahankan	 fungsi	 sel	 	 β-
pankreas	 sehingga	 mengembalikan	 sensitivitas	 reseptor	
insullin	 pada	 sel,	 selain	 itu	 senyawa	 tersebut	 juga	 bekerja	
dengan	menghambat	enzim	pencernaan	yaitu	α-amilase	(14).	
Selain	 itu,	 saponin	 juga	 dapat	 menurunkan	 kadar	 glukosa	
darah	dengan	menghambat	enzim	dalam	proses	metabolisme	
karbohidrat	(15).	

Daun	mimba	memiliki	 efektivitas	 antidiabetes	 ditinjau	 dari	
senyawa	 aktif	 yang	 terkandung	 dalam	 tanaman	 tersebut.	
Perlu	 adanya	 pengujan	 lebih	 lanjut	 untuk	mengetahui	 nilai	
penghambatan	 dari	 fraksi	 daun	 mimba	 berdasarkan	 jenis	
pelarut	yang	berbeda	pada	enzim	α-amilase,	sehingga	dengan	
demikian	 dapat	 diketahui	 fraksi	 manakah	 yang	 memiliki	
aktivitas	 penghambatan	 terhadap	 enzim	 α-amilase	 paling	
besar.	

METODE PENELITIAN 
Alat dan Bahan	

Alat 
Microplate	reader	(BioTek	EPOCH2NSC),	microwell	96	wells	
(Biologix),	rotary	evaporator	(IKA	RV	8	V),	timbangan	analitik	
(Durascale	DAB-E223),	mikroskop	(Yazumi	XSZ-107BN),	hot	
plate	(Maspion	S-300),	mikro	pipet	(Dragonlab),	seperangkat	
alat	maserasi	dan	alat-alat	gelas.	

Bahan 
Simplisia	 daun	 mimba,	 metanol,	 n-heksan,	 etil	 asetat,	
aquadest,	 asam	asetat	 anhidrat	 (C4H6O3),	 besi	 (III)	 klorida	
(FeCl3),	asam	klorida	(HCl),	serbuk	magnesium	(Mg),	dimetil	
sulfoksida	 (DMSO),	 dinatrium	 hidrogen	 fosfat	 (Na2HPO4),	
natrium	 dihidrogen	 fosfat	 (NaH2PO4),	 dinitrosalicylic	 acid	
(DNS),	natrium	hidroksida	(NaOH),	natrium	kalium	tartarat,	
enzim	α-amilase,	amilum	(pati	beras)	dan	akarbose	BPFI.	

Prosedur Penelitian	

Pembuatan Ekstrak 
Pembuatan	ekstrak	dilakukan	dengan	metode	maserasi	(1:4	
b/v),	 dimana	 daun	 mimba	 sebanyak	 500	 gram	 dilarutkan	
dengan	2000	mL	metanol.	Maserasi	dilakukan	selama	kurang	
lebih	 3x24	 jam	 yang	 selanjutnya	 dilakukan	 penyaringan.	
Padatan	yang	 tersaring	diekstraksi	kembali	 sebanyak	3	kali	
dan	 hasil	 filtrat	 yang	 diperoleh	 digabungkan.	 Filtrat	 yang	
terkumpul	 kemudian	 dipekatkan	 menggunakan	 rotary	
evaporator	pada	suhu	40°C	(16).	

Fraksinasi 
Ekstrak	yang	diperoleh	dilarutkan	dalam	200	mL	air	destilasi,	
kemudian	difraksinasi	menggunakan	metode	partisi	cair-cair	
(1:1	v/v)	dengan	urutan	pelarut	dari	non	polar	ke	polar	yaitu	
n-heksan,	 etil	 asetat	 dan	 metanol.	 Pemisahan	 dilakukan	
sebanyak	 3	 kali	 dalam	 corong	 pisah	 dan	 fraksi	 dari	 satu	
pelarut	 digabungkan	 yang	 selanjutnya	 dipekatkan	
menggunakan	rotary	evaporator	pada	suhu	40°C	(16).	

Skrining Fitokimia 

Identifikasi Flavonoid 
Sebanyak	 1	 mL	 filtrat	 sampel	 ditambahkan	 serbuk	
magnesium	dan	beberapa	tetes	HCl	pekat.	Hasil	positif	apabila	
terbentuk	warna	merah	(flavonol)	atau	jingga	(flavon)	(17).	

 

 

Identifikasi Tanin 
Sebanyak	 1	 mL	 filtrat	 sampel	 ditambahkan	 dengan	 2	 mL	
FeCl3	5%.	Hasil	positif	apabila	terjadi	perubahan	warna	biru	
tua	atau	hitam	kehijauan	(18).	

Identifikasi Saponin 
Sebanyak	 2	 mL	 filtrat	 sampel	 ditambahkan	 dengan	 2	 mL	
aquadest,	 kemudian	 dikocok	 kuat	 hingga	 terbentuk	 busa	
stabil.	Selanjutnya	ditetesi	dengan	HCl	2N	sebanyak	1	tetes.	
Hasil	positif	apabila	terbentuk	busa	yang	tetap	stabil	(17).	

Identifikasi Alkaloid 
Mayer’s	 test:	 Beberapa	 mL	 filtrat	 ditambahan	 dengan	 1-2	
tetes	reagen	mayer.	Hasil	positif	apabila	terbentuk	endapan	
putih	atau	kuning	(17).	

Bouchardat’s	 test:	 Beberapa	 mL	 filtrat	 ditambahan	 dengan	
beberapa	 tetes	 reagen	 Bouchardat.	 Hasil	 positif	 apabila	
terjadi	perubahan	menjadi	merah	kecoklatan	(17).	

Wagner’s	 test:	 Beberapa	mL	 filtrat	 ditambahan	 dengan	 1-2	
tetes	reagen	Wagner.	Hasil	positif	apabila	terbentuk	endapan	
merah	atau	coklat	(17).	

Identifikasi Terpenoid 
Sebanyak	2	mL	kloroform	ditambahkan	dengan	5	mL	filtrat	
sampel	 dan	 3	 mL	 H2SO4.	 Selanjutnya	 dipanaskan	 hingga	
terjadi	 perubahan	 warna.	 Hasil	 positif	 apabila	 terjadi	
perubahan	menjadi	abu-abu	(17).	

Uji Aktivitas Penghambatan Enzim α-amilase 
Pengujian	 inhibisi	 fraksi	 daun	 mimba	 terhadap	 aktivitas	
enzim	 α-amilase	 menggunakan	 metode	 DNS	 yaitu	 dengan	
pereaksi	DNS	(asam	3,5-dinitrosalisilat).	Pembuatan	larutan	
uji	 dapat	 dilihat	 pada	 Tabel	 1	 yang	 kemudian	 diukur	
absorbansinya	menggunakan	microplate	reader	pada	panjang	
gelombang	540	nm.	

Tabel 1. Pengujian Aktivitas Penghambatan Enzim α-amilase 

Larutan	 Volume	(μL)	
B1	 B0	 S1	 S0	 A1	 A0	

Sampel		 -	 -	 150	 150	 -	 -	
Akarbose		 -	 -	 -	 -	 150	 150	
Dapar	fosfat	pH	
6,9	 400	 800	 250	 650	 250	 650	

Enzim	α-amilase	 400	 -	 400	 -	 400	 -	
Inkubasi	30	menit,	suhu	37°C	

Amilum		 50	 50	 50	 50	 50	 50	
Inkubasi	30	menit,	suhu	37°C	

DNS	 25	 25	 25	 25	 25	 25	
Dipanaskan	selama	10	menit,	suhu	100°C	

 

Analisis Data 
Data	hasil	 nilai	 absorbansi	dari	 setiap	pengujian	yang	 telah	
diukur	 menggunakan	 microplate	 reader	 dianalisis	 dengan	
menentukan	persen	 inhibisi	 enzim	α-amilase	menggunakan	
rumus	sebagai	berikut	(19):	

%	inhibisi	=	((B1-B0)-(S1	-S0))/(B1-B0)	x	100%	

Keterangan:	S1=	absorbansi	sampel;	S0=	absorbansi	kontrol	
sampel;	 B1=	 absorbansi	 blanko;	 B0=	 absorbansi	 kontrol	
blanko	

Kemudian	 menghitung	 IC50	 dengan	 menggunakan	
persamaan	regresi	linier	y	=	bx+a.	Sumbu	(y)	merupakan	%	
inhibisi	 dan	 sumbu	 (x)	 merupakan	 konsentrasi	 sampel.	
Persamaan	 regresi	 yang	 telah	 diperoleh	 digunakan	 untuk	
menentukan	nilai	IC50	menggunakan	rumus	sebagai	berikut	
(20):	
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IC50	=	(50-a)/b	

Analisis	 statistik	 dilakukan	 dengan	 IBM	 SPSS	 Statistics	
version	 22	 menggunakan	 one-way	 analysis	 of	 variance	
(ANOVA)	diikuti	dengan	uji	Tukey-HSD	pada	signifkansi	0,05	
(p<0,05).	

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Mimba	

Ekstraksi	 simplisia	 diperoleh	 hasil	 persentase	 rendemen	
ekstrak	kental	metanol	daun	mimba	sebesar	11,81%.	Apabila	
nilai	 rendemen	 semakin	 besar	 maka	 menunjukkan	 ekstrak	
yang	 dihasilkan	 banyak	 dan	 semakin	 banyak	 pula	 senyawa	
yang	 tertarik.	 Sari	 et	 al.,	 (2022)	 menunjukkan	 bahwa	
presentase	rendemen	ekstrak	metanol	daun	mimba	sebesar	
11,39%	(21).	Hasil	tersebut	tidak	jauh	berbeda	dengan	hasil	
presentase	rendemen	yang	didapatkan	pada	penelitian	yang	
dilakukan.	 Syarat	 rendemen	 ekstrak	 kental	 yaitu	 nilainya	
tidak	kurang	dari	10%	(22).	Sehingga	dapat	dikatakan	bahwa	
hasil	rendemen	dari	ekstrak	metanol	daun	mimba	termasuk	
baik	karena	memenuhi	persyaratan	rendemen	ekstrak	kental.	
Ekstrak	 kental	 yang	 didapatkan	 selanjutnya	 dilakukan	
fraksinasi	yang	hasilnya	dapat	dilihat	pada	Tabel	2.	

Tabel 2. Hasil Ekstraksi dan Fraksinasi Daun Mimba 

Sampel	 Berat	Hasil	Ekstrak	
(gram)	 %	Rendemen	

Ekstrak	Daun	Mimba	 55,88	 11,18	
Fraksi	N-heksan	 1,74	 3,11	
Fraksi	Etil	asetat	 1,91	 3,42	
Fraksi	Metanol	 0,37	 0,66	

 

Berdasarkan	hasil	pada	Tabel	2,	presentase	rendemen	pada	
masing-masing	fraksi	menunjukkan	hasil	yang	berbeda-beda.	
Hal	 tersebut	 dikarenakan	 adanya	 perbedaan	 dari	 masing-
masing	 kemampuan	 pelarut	 dalam	 menarik	 senyawa	 pada	
proses	fraksinasi	(23).	Presentase	rendemen	fraksi	n-heksan	
dan	 metanol	 lebih	 kecil	 dibandingkan	 fraksi	 etil	 asetat,	
sedangkan	 fraksi	 n-heksan	 lebih	 besar	 daripada	 fraksi	
metanol.	 Hal	 tersebut	 menunjukkan	 kandungan	 senyawa	
dalam	daun	mimba	lebih	banyak	yang	memiliki	sifat	dengan	
kepolaran	rendah.	

Skrining Fitokimia	

Hasil	skrining	fitokimia	disajikan	pada	Tabel	3	dimana	dalam	
fraksi	 n-heksan	 teridentifikasi	 senyawa	 alkaloid	 dan	
terpenoid.	Fraksi	etil	asetat	mengandung	senyawa	flavonoid	
dan	 tanin.	 Sedangkan	 fraksi	 metanol	 terdapat	 senyawa	
flavonoid,	 tanin,	 saponin	 dan	 alkaloid.	 Senyawa	 fitokimia	
pada	daun	mimba	cenderung	memiliki	 sifat	kepolaran	yang	
rendah	 (24).	Oleh	karena	 itu	banyak	senyawa	yang	 tertarik	
pada	fraksi	n-heksan	dan	etil	asetat.	

Tabel 3. Hasil Uji Skrining Fitokimia Fraksi Daun Mimba 

Metabolit	
Sekunder	

Hasil	Uji	
Fraksi	N-
heksan	

Fraksi	Etil	
Asetat	

Fraksi	
Metanol	

Flavonoid	 -	 +	 +	
Tanin	 -	 +	 +	
Saponin	 -	 -	 +	
Alkaloid	
- Mayer’s	
- Bouchardat’s	
- Wagner’s	

	
+	

	
-	

	
-	

+	 -	 +	
+	 -	 -	

Terpenoid		 +	 -	 -	
Keterangan:	(+)	=	positif	mengandung	senyawa;	(–)	=	negatif	mengandung	senyawa 

Mimba	 memiliki	 komponen	 senyawa	 utama	 berupa	
azadirachtin	 yang	 termasuk	 dalam	 limonoid,	 turunan	 dari	
triterpenoid	(25).	Adapun	senyawa	spesifik	lain	dari	mimba	
yang	 termasuk	 dalam	 limonoid	 seperti	 azadiradione,	
epoxyazadiradione,	nimbolide,	nimbolinin,	nimbin,	nimbidin,	
salannin,	 aladucin,	 valassin,	 meliacin	 dan	 gedunin	 (25,26).	
Senyawa-senyawa	tersebut	merupakan	senyawa	yang	diduga	
banyak	 tertarik	 dalam	 fraksi	 n-heksan,	 karena	berdasarkan	

hasil	 uji	 skrining	 fitokimia	 fraksi	 n-heksan	 mengandung	
terpenoid	 yang	 salah	 satu	 turunannya	 merupakan	
triterpenoid.	Selain	itu,	senyawa-senyawa	tersebut	termasuk	
kedalam	senyawa	non	polar	karena	 tersusun	dari	beberapa	
rantai	hidrokarbon	(27).		

Senyawa	flavonoid	teridentifikasi	dalam	fraksi	etil	asetat	dan	
fraksi	metanol.	Berdasarkan	penelitian	yang	dilakukan	oleh	
Falana	 dan	 Nurudeen	 (2020),	 myricetin	 dan	 quercetin	
diketahui	 banyak	 tertarik	 dalam	 ekstrak	 etil	 asetat	 daun	
mimba	 yang	 merupakan	 senyawa	 dari	 golongan	 flavonoid	
kelompok	 flavonol	 (aglikon	 flavonoid)	 dimana	 keduanya	
diidentifikasi	dengan	metode	HPLC	dan	menunjukkan	puncak	
paling	 tinggi	 dibandingkan	 dengan	 senyawa	 lainnya	 (28).	
Selain	 itu,	 Vergallo	 et	 al.	 (2019)	 juga	menemukan	 senyawa	
lain	yaitu	rutin	yang	terdapat	pada	pelarut	polar	air-alkohol	
daun	mimba	yang	diidentifikasi	dengan	HPLC	menunjukkan	
puncak	paling	tinggi,	dimana	rutin	termasuk	dalam	golongan	
flavonoid	 kelompok	 O-glikosida	 (glikosida	 flavonoid)	 (29).	
Berdasarkan	 penelitian	 tersebut,	 diduga	 bahwa	 flavonoid	
yang	teridentifikasi	pada	fraksi	etil	asetat	daun	mimba	lebih	
banyak	 berupa	 myricertin	 dan	 quercetin,	 sedangkan	 pada	
fraksi	metanol	berupa	rutin.	Flavonoid	merupakan	senyawa	
fenolik	yang	umumnya	lebih	mudah	diekstrak	menggunakan	
pelarut	organik	dengan	sifat	polar	dan	semi	polar	(30).	Hal	ini	
selaras	 dengan	hasil	 uji	 skrining	 fitokimia	 dimana	 senyawa	
flavonoid	hanya	teridentifikasi	pada	fraksi	yang	bersifat	semi	
polar	yaitu	etil	asetat	dan	fraksi	bersifat	polar	metanol.	Rutin	
cenderung	larut	dalam	pelarut	polar	seperti	metanol	karena	
termasuk	 dalam	 flavonoid	 O-glikosida	 dimana	 pada	 gugus	
hidroksilnya	 berikatan	 dengan	 gula	 sehingga	 mudah	 larut	
dalam	air	atau	pelarut	polar	(31).		

Senyawa	 alkaloid	 teridentifikasi	 dalam	 fraksi	 n-heksan	 dan	
metanol,	 namun	 berdasarkan	 hasil	 skrining	 fitokimia	
menunjukkan	 lebih	 banyak	 terkandung	 dalam	 fraksi	 n-
heksan.	 Alkaloid	 dalam	 bentuk	 basa	 mudah	 larut	 dalam	
pelarut	 organik	 non	 polar	 seperti	 n-heksan,	 sementara	
alkaloid	 dalam	 bentuk	 garamnya	 larut	 dalam	 pelarut	 polar	
(32).	 Hal	 tersebut	 menunjukkan	 bahwa	 berdasarkan	 hasil	
skrining	fitokimia	yang	diperoleh,	banyak	kandungan	alkaloid	
pada	daun	mimba	bersifat	basa	yang	tertarik	oleh	pelarut	n-
heksan	dan	sedikit	senyawa	alkaloid	dalam	bentuk	garamnya	
yang	 tertarik	 oleh	 pelarut	 metanol.	 Pernyataan	 tersebut	
sesuai	 dengan	 literatur	 dimana	 daun	 mimba	 banyak	
mengandung	 senyawa	 alkaloid	 yang	 bersifat	 basa	 seperti	
pirolidine,	piridine	dan	quinoline	(33).	

Senyawa	tanin	juga	teridentifikasi	dalam	fraksi	etil	asetat	dan	
fraksi	 metanol.	 Hal	 tersebut	 dikarenakan	 tanin	 termasuk	
dalam	senyawa	fenolik	seperti	flavonoid	yang	umumnya	lebih	
mudah	diekstrak	oleh	pelarut	organik	bersifat	semi	polar	dan	
polar	(30).	Sedangkan	senyawa	saponin	hanya	teridentifikasi	
dalam	 fraksi	 metanol	 karena	 termasuk	 dalam	 glikosida	
triterpen	 yang	 memiliki	 ikatan	 glikosida	 sehingga	 sifatnya	
cenderung	 polar.	 Ikatan	 glikosida	 itulah	 yang	 akan	 lebih	
cenderung	tertarik	oleh	pelarut	bersifat	polar	seperti	metanol	
(34).	

Aktivitas Penghambatan Enzim α-amilase	

Reagen	DNS	(3,5-dinitrosalisilat)	digunakan	untuk	pengujian	
aktivitas	 inhibisi	 enzim	 α-amilase.	 	 Nilai	 %	 inhibisi	 adalah	
nilai	 yang	 menunjukkan	 kemampuan	 suatu	 senyawa	 atau	
sampel	 uji	 dalam	 konsentrasi	 tertentu	 dapat	 menghambat	
aktivitas	 fungsi	 biologis	 atau	 komponen	 biokimia	 (35).	
Berdasarkan	hasil	analisis	tiap	sampel,	nilai	%	inhibisi	pada	
konsentrasi	 rendah	 hingga	 tinggi	 (200-1000	 ppm)	
menunjukkan	 adanya	 perbedaan	 yang	 signifikan	 (p<0,05).	
Nilai	 %	 inhibisi	 paling	 besar	 adalah	 fraksi	 etil	 asetat	 yang	
ditunjukkan	 pada	 Tabel	 4	 dan	 Gambar	 1.	 Sedangkan	 fraksi	
dengan	 nilai	%	 inhibisi	 paling	 kecil	 adalah	 fraksi	 n-heksan.	
Acarbose	sebagai	pembanding	menunjukkan	nilai	%	inhibisi	



<<<< 

85 

Nailus Amany Melinda, Djati Wulan Kusumo, Diah Indah Kumala Sari 
Aktivitas Antidiabetes beberapa Fraksi Daun Mimba (Azadirachta indica) secara In Vitro berdasarkan … Original Article  

 

lebih	 rendah	 dibandingkan	 dengan	 etil	 asetat,	 namun	 hasil	
yang	didapatkan	terus	mengalami	kenaikan	dari	konsentrasi	
rendah	 ke	 tinggi.	 Sedangkan	 pada	 fraksi	 etil	 asetat	 terjadi	
penurunan	nilai	dari	konsentrasi	200	ppm	ke	400	ppm	dan	
selanjutnya	terjadi	kenaikan	nilai	kembali.	Begitupun	fraksi	n-
heksan	dan	fraksi	metanol	yang	hasil	nilai	%	inhibisinya	naik	
turun	 dari	 konsentrasi	 rendah	 ke	 konsentrasi	 tinggi.	 Hal	
tersebut	 dikarenakan	 adanya	 batas	 dalam	 konsentrasi	
tertentu	yang	dapat	menghambat	aktivitas	enzim	α-amilase,	
sehingga	 dalam	 konsentrasi	 tertentu	 pula	 terdapat	 nilai	 %	
inhibisi	 yang	 kecil	 dimana	 enzim	 α-amilase	 tidak	 dihambat	
sempurna	oleh	sampel.	

Tabel 4. Hasil Nilai % Inhibisi Enzim α-amilase Fraksi Daun Mimba dan 
Acarbose 

Konsentrasi	
(ppm)	

%	Inhibisi	(%)	

Fraksi	N-
Heksan	

Fraksi	
Metanol	

Fraksi	
Etil	

Asetat	
Acarbose	

200	 32,65	±	
0,30a	

30,09	±	
1,68a	

74,64	±	
1,76c	

59,81	±	
0,62b	

400	 32,51	±	
1,71a	

70,30	±	
0,28bc	

71,01	±	
3,87c	

64,9	±	
1,13b	

600	 33,82	±	
1,47a	

100,88	±	
0,76d	

86,04	±	
1,47c	

75,56	±	
0,75b	

800	 33,53	±	
0,69a	

40,12	±	
2,33b	

116,59	±	
1,38d	

85,12	±	
1,30c	

1000	 33,53	±	
1,02a	

72,44	±	
2,06b	

138,85	±	
0,87d	

93,41	±	
1,81c	

Data	 direpresentasikan	 sebagai	 rata-rata	 ±	 SD	 (n=3)	 dan	 dianalisis	 menggunakan	 uji	 ANOVA	 diikuti	
dengan	uji	Tukey-HSD.	
a–d	Huruf	 yang	 berbeda	 dalam	 kolom	 parameter	 tertentu	 memiliki	 perbedaan	 nilai	 yang	 signifikan	 (p	
<0,05). 

 

 
a–d	Huruf	yang	berbeda	di	atas	batang	memiliki	perbedaan	yang	signifikan	(uji	ANOVA	diikuti	dengan	uji	Tukey-HSD,	p	<0,05).	

 

Gambar 1. Diagram % Inhibisi Enzim α-amilase Fraksi Daun Mimba 
dan Acarbose 

Senyawa	fitokimia	dalam	suatu	tanaman	sangat	banyak	dan	
beraneka	 macam	 jenis,	 dimana	 senyawa-senyawa	 tersebut	
akan	 saling	 berinteraksi	 sehingga	 menghasilkan	 suatu	
aktivitas.	Meningkatnya	konsentrasi	juga	akan	menyebabkan	
jumlah	 komponen	 senyawa	 fitokimia	 meningkat	 sehingga	
dapat	 mengurangi	 manfaat	 yang	 diharapkan	 karena	 tidak	
semua	komponen	 fitokimia	dapat	menempel	pada	reseptor.	
Oleh	karena	itu,	dengan	peningkatan	konsentrasi	tidak	selalu	
menghasilkan	 efektivitas	 yang	 tinggi	 juga	 (36).	 Adanya	
beberapa	senyawa	yang	berikatan	secara	bersamaan	dengan	
enzim	tidak	selalu	menghasilkan	efek	yang	menguntungkan	
karena	 terdapat	 senyawa	 yang	 justru	 menurunkan	 suatu	
aktivitas	 (37).	 Oleh	 karena	 itu	 aktivitas	 penghambatan	
terhadap	 enzim	 α-amilase	 dapat	 mengalami	 penaikan	 dan	
penurunan	 nilai.	 Nilai	 %	 inhibisi	 yang	 didapat	 dilakukan	
perhitungan	 sehingga	 didapatkan	 nilai	 IC50	 dari	 masing-
masing	fraksi	yang	diuji.	

	

	

	

	

Tabel 5. Hasil Nilai IC50 Fraksi Daun Mimba dan Acarbose 
Sampel	 IC50	(μg/ml)	

Fraksi	Metanol	 132,26	±	22,86c	
Fraksi	Etil	Asetat	 54,85	±	1,31b	

Acarbose	 10,72	±	2,14a	
	
Data	 direpresentasikan	 sebagai	 rata-rata	 ±	 SD	 (n=3)	 dan	 dianalisis	 menggunakan	 uji	 ANOVA	 diikuti	
dengan	uji	Tukey-HSD.	
a–c	Huruf	 yang	berbeda	dalam	kolom	parameter	 tertentu	memiliki	 perbedaan	nilai	 yang	 signifikan	 (p	
<0,05). 

 

 
a–c	Huruf	yang	berbeda	di	atas	batang	memiliki	perbedaan	yang	signifikan	(uji	ANOVA	diikuti	dengan	uji	Tukey-HSD,	p	<0,05).	

 

Gambar 2. Diagram Nilai IC50 Fraksi Daun Mimba dan Acarbose 

Berdasarkan	hasil	analisis	statistik,	nilai	IC50	dari	tiap	sampel	
menunjukkan	 adanya	 perbedaan	 yang	 signifikan	 (p<0,05).	
Fraksi	yang	menunjukkan	nilai	IC50	paling	baik	adalah	fraksi	
etil	 asetat	dengan	nilai	 sebesar	54,85	μg/ml	yang	 termasuk	
dalam	 kategori	 penghambatan	 kuat.	 Fraksi	 metanol	 juga	
menunjukkan	 adanya	penghambatan	kerja	 enzim	α-amilase	
dengan	nilai	IC50	sebesar	132,26	μg/ml	yang	termasuk	dalam	
kategori	 sedang.	 Fraksi	 n-heksan	 menunjukkan	 aktivitas	
penghambatan	 yang	 lemah	 terhadap	 enzim	 α-amilase	 yang	
dilihat	 dari	 nilai	 %inhibisi	 dengan	 penghambatan	 pada	
konsentrasi	600	ppm	sebesar	33,82%.	Fraksi	n-heksan	tidak	
bercampur	secara	baik	dengan	enzim	α-amilase.	Hal	tersebut	
dikarenakan	 fraksi	 n-heksan	 memiliki	 sifat	 non	 polar	
sedangkan	 enzim	 α-amilase	 memiliki	 sifat	 polar	 sehingga	
aktivitas	penghambatannya	 tidak	dapat	diukur	dengan	baik	
untuk	 mendapatkan	 nilai	 IC50.	 Sedangkan,	 nilai	 IC50	
acarbose	sebesar	10,72	μg/ml	yang	nilainya	sangat	kecil	dan	
termasuk	 dalam	 kategori	 penghambatan	 sangat	 kuat.	
Acarbose	pada	penelitian	ini	digunakan	sebagai	pembanding	
dalam	melihat	aktivitas	penghambatan	kerja	enzim	α-amilase.	
Acarbose	 dipilih	 karena	 merupakan	 obat	 yang	 bekerja	
sebagai	penghambat	kompetitif	enzim	α-amilase	yang	secara	
luas	 telah	 digunakan	 pada	 penderita	 diabetes	 mellitus.	
Acarbose	 memiliki	 mekanisme	 menghambat	 kerja	 enzim	
penghidrolisis	 karbohidrat	 dalam	 pankreas	 yaitu	 enzim	 α-
amilase	sehingga	dapat	menunda	waktu	cerna	dan	mencegah	
peningkatan	kadar	glukosa	dalam	darah	(20,38).		

Fraksi	 etil	 asetat	 termasuk	 dalam	 kategori	 penghambatan	
yang	 kuat	 terhadap	 enzim	 α-amilase.	 Berdasarkan	 hasil	
skrining	fitokimia,	terdapat	senyawa	flavonoid	dan	tanin	pada	
fraksi	etil	asetat.	Penelitian	yang	dilakukan	oleh	Proença	et	al.	
(2019),	 membuktikan	 bahwa	 myricetin	 dan	 quercetin	
merupakan	flavonoid	dari	kelompok	flavonol	yang	memiliki	
penghambatan	 sangat	 tinggi	 terhadap	 enzim	 α-amilase	
dengan	 nilai	 IC50	masing-masing	 sebesar	 34,05	 μg/ml	 dan	
41,71	μg/ml	(39).	Flavonol	termasuk	flavonoid	yang	bersifat	
kurang	 polar,	 sehingga	 dapat	 ditarik	menggunakan	 pelarut	
dengan	 polaritas	 yang	 rendah	 seperti	 etil	 asetat	 (40).	
Mekanisme	dalam	penghambatan	enzim	α-amilase	tersebut		
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terjadi	 karena	 senyawa	 flavonoid	 dalam	 fraksi	 etil	 asetat	
berperan	 sebagai	 inhibitor	 non	 kompetitif	 pada	 enzim	 α-
amilase,	 dan	 substrat	 dapat	 mengikat	 enzim	 secara	
bersamaan	pada	sisi	ikatan	yang	berbeda	sehingga	enzim	α-
amilase	 tidak	 dapat	 bekerja	 dengan	 semestinya	 (41).	 Oleh	
karena	 itu,	 fraksi	 etil	 asetat	daun	mimba	memiliki	 aktivitas	
pengahambatan	 yang	 kuat	 dibandingkan	 dengan	 fraksi	
lainnya.	

Fraksi	 metanol	 daun	 mimba	 termasuk	 dalam	 kategori	
penghambatan	 yang	 sedang	 terhadap	 enzim	 α-amilase.	 Hal	
tersebut	 dikarenakan	 adanya	 senyawa	 fitokimia	 yang	
berpotensi	 dalam	 menghambat	 enzim	 α-amilase.	
Berdasarkan	 penelitian	 yang	 dilakukan	 oleh	 Proença	 et	 al.	
(2019),	 senyawa	 rutin	 yang	 termasuk	 dalam	 golongan	
flavonoid	 diisolasi	 menggunakan	 pelarut	 polar	 diketahui	
memiliki	aktivitas	penghambatan	terhadap	enzim	α-amilase	
dengan	 nilai	 IC50	 sebesar	 122,1	 μg/ml	 (39).	 Hal	 tersebut	
menunjukkan	 bahwa	 senyawa	 flavonoid	 rutin	 diduga	
terdapat	 pada	 fraksi	 metanol	 daun	 mimba	 yang	 berperan	
dalam	 menghambat	 enzim	 α-amilase.	 Rutin	 merupakan	
flavonoid	kelompok	O-glikosida	dimana	terdapat	komponen	
gula	 yang	 berikatan	 dengan	 atom	 O	 pada	 sisi	 struktur	
flavonoid.	 Penambahan	 struktur	 gula	 pada	 flavonoid	 akan	
menurunkan	efek	penghambatan	 terhadap	enzim	α-amilase	
dikarenakan	peningkatan	ukuran	molekul	dan	polaritas	(42).	
Oleh	 karena	 itu,	 efektivitas	 penghambatan	 fraksi	 metanol	
terhadap	 enzim	 α-amilase	 lebih	 rendah	 jika	 dibandingkan	
dengan	fraksi	etil	aesetat.	

Fraksi	 n-heksan	memiliki	 aktivitas	 penghambatan	 enzim	α-
amilase	yang	lemah	dibandingkan	dengan	fraksi	lainnya	jika	
dilihat	 dari	 data	 %inhibisi.	 Hal	 tersebut	 dikarenakan	
kandungan	senyawa	fitokimia	yang	ada	didalam	daun	mimba	
mempengaruhi	 aktivitas	 dalam	 menghambat	 enzim	 α-
amilase.	Fraksi	n-heksan	mengandung	senyawa	alkaloid	dan	
terpenoid.	Penelitian	yang	dilakukan	oleh	Ponnusamy	et	 al.	
(2015)	 menunjukkan	 bahwa	 daun	 mimba	 mengandung	
senyawa	azadirachtin,	 salannin,	nimbin	dan	azadirone	yang	
termasuk	 dalam	 terpenoid	 namun	 tidak	 memiliki	
penghambatan	 terhadap	 enzim	 α-amilase	 (43).	
Mekanismenya	 terjadi	 karena	 senyawa	 tersebut	 tidak	
menempel	 atau	 berikatan	 dengan	 sisi	 aktif	 dari	 enzim	 α-
amilase	 sehingga	 substratnya	 yaitu	 pati	 menempel	 pada	
enzim	 dan	 menyebabkan	 terjadinya	 proses	 hidrolisis	
karbohidrat.	 Oleh	 karena	 itu,	 fraksi	 n-heksan	 daun	 mimba	
tidak	memiliki	aktivitas	penghambatan	enzim	α-amilase	yang	
tinggi	dibandingkan	dengan	fraksi	lainnya.	

Berdasarkan	uraian	tersebut,	maka	komponen	fitokimia	yang	
terkandung	 dalam	 daun	 mimba	 berperan	 penting	 dalam	
menghambat	 enzim	 α-amilase.	 Komponen	 fitokimia	 dalam	
daun	 mimba	 yang	 berperan	 dalam	 menghambat	 enzim	 α-
amilase	banyak	tertarik	pada	fraksi	etil	asetat	dan	golongan	
senyawa	yang	memiliki	peran	paling	utama	yaitu	 flanonoid.	
Fraksi	 etil	 asetat	 lebih	 tinggi	 penghambatannya	 dari	 pada	
fraksi	 metanol	 dikarenakan	 senyawa	 fitokimia	 dalam	 daun	
mimba	yang	berpotensi	dalam	menghambat	enzim	α-amilase	
lebih	 cenderung	 bersifat	 semi	 polar.	 Hal	 inilah	 yang	
menyebabkan	nilai	IC50	fraksi	etil	asetat	lebih	kecil	dari	pada	
fraksi	metanol.	Fraksi	n-heksan	menunjukkan	penghambatan	
yang	 lemah	 dibandingkan	 dengan	 fraksi	 lain.	 Hal	 tersebut	
dikarenakan	adanya	senyawa	lain	yang	tidak	memiliki	potensi	
dalam	menghambat	 enzim	 α-amilase	 yang	 saling	 berikatan	
sehingga	 dapat	 menurunkan	 efek	 penghambatan	 terhadap	
enzim	 α-amilase.	 Banyaknya	 komponen	 senyawa	 kompleks	
yang	saling	berikatan	tidak	semuanya	akan	menempel	pada	
reseptor	 atau	 enzim	 yang	 ingin	 dihambat,	 sehingga	 dengan	
adanya	penambahan	senyawa	tidak	selalu	menghasilkan	efek	
yang	tinggi	juga	(44).		

 

KESIMPULAN		

Berdasarkan	 hasil	 penelitian	 dan	 pembahasan	 yang	 telah	
diuraikan,	 dapat	 disimpulkan	 bahwa	 fraksi	 metanol	 asetat	
dan	 fraksi	 etilasetat	 daun	 mimba	 (Azadirachta	 indica)	
memiliki	 potensi	 menurunkan	 kadar	 gula	 dalam	 darah	
dengan	 cara	menghambat	 enzim	 α-amilase.	 Nilai	 IC50	 dari	
fraksi	 n-heksan,	 fraksi	 metanol	 dan	 fraksi	 etil	 asetat	 daun	
mimba	 (Azadirachta	 indica)	 masing-masing	 dalam	
menghambat	enzim	α-amilase	adalah	189,85	μg/ml,	132,26	
μg/ml,	dan	54,85	μg/ml.	Fraksi	n-heksan	menunjukkan	nilai	
penghambatan	 terhadap	 enzim	 α-amilase	 sebesar	 33,82%	
pada	 konsentrasi	 600	 ppm.	 Fraksi	 n-heksan	 tidak	 dapat	
diukur	nilai	IC50nya	dikarenakan	adanya	perbedaan	polaritas	
antara	 fraksi	 n-heksan	 dengan	 enzim	 α-amilase	 sehingga	
tidak	 dapat	 bercampur	 dengan	 baik.	 Fraksi	 yang	
menunjukkan	aktivitas	inhibisi	enzim	α-amilase	paling	besar	
adalah	 fraksi	 etil	 asetat	 karena	 adanya	 komponen	 senyawa	
flavonoid	 yang	 berperan	 penting	 terhadap	 penghambatan	
enzim	α-amilase.	
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