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ABSTRACT

INHIBITION ACTIVITIES OF BAY, PANDAN, AND CITRUS LEAVES
AND THEIR COMBINATION AGAINST α-GLUCOSIDASE AND

α-AMYLASE ENZYMES

By

Devi Sabarina

Diabetes mellitus is one of the common degenerative diseases continuing to

increase in number of incidence.  Refined carbohydrates have significant role in

the disease development due to their ability to increase blood sugar.  Therefore,

limiting of sugar absorption through inhibition of carbohydrate digestion

enzymes, such as α-glucosidase and α-amylase, will be effective strategy to

modulate blood sugar level of diabetic patients.  The study aimed to evaluate the

inhibition effects of bay (Eugenia polyantha), pandan (Pandanus amaryllifolius

Roxb.), citrus (Citrus hystrix D.C.) leaves and their combinations against

α-glucosidase and α-amylase enzymes, and to find out the best combination

between the leaves that have high abilities to inhibit the both enzymes.  Moreover,

due to the leaves are rich in polyphenol, the role of polyphenol compounds in

enzyme inhibition was also elucidated.  Three single leaves extracts and five of

their combinations were apllied to inhibit α-glucosidase hydrolising



p-nitrophenyl-α-D-glucopyranosyde or α-amylase hydrolising starch solution.  All

of the leaves and their combination had inhibition activities against α-glucosidase

and α-amylase enzymes with levels of inhibition were between 20.14% to 35.30%

for α-glucosidase and 17.63% to 26.04% for α-amylase. The role of polyphenol

compounds on inhibition of the carbohydrate digestion enzymes was not

observed.

Keywords: bay leaf, pandan leaf, citrus leaf, anti-diabetic, starch hydrolisis,

phenolic compound.



ABSTRAK

AKTIVITAS PENGHAMBATAN ENZIM α-GLUKOSIDASE DAN
α-AMILASE DARI EKSTRAK DAUN SALAM, DAUN PANDAN,

DAUN JERUK PURUT DAN KOMBINASINYA

Oleh

Devi Sabarina

Diabetes mellitus adalah salah satu penyakit degeneratif yang umum terjadi dan

terus meningkat. Olahan karbohidrat memiliki peran yang signifikan dalam

perkembangan penyakit diabetes mellitus karena kemampuannya meningkatkan

kadar gula darah.  Oleh karena itu, menghambat penyerapan glukosa melalui

penghambatan enzim pencernaan karbohidrat seperti α-glukosidase dan α-amilase

akan menjadi strategi yang efektif dalam memodulasi kadar gula darah penderita

diabetes.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui peran dari daun salam, daun

pandan, daun jeruk dan kombinasinya dalam menghambat aktivitas enzim

α-glukosidase dan α-amilase, dan mendapatkan kombinasi terbaik daun yang

memiliki kemampuan tinggi dalam menghambat kedua enzim tersebut.  Selain itu,

daun kaya akan senyawa fenolik, peran dari senyawa fenolik dalam menghambat

aktivitas enzim juga dipelajari. Ekstrak tiga daun tunggal dan lima kombinasi



digunakan untuk menghambat aktivitas enzim α-glukosidase dalam

menghidrolisis p-nitrophenyl-α-D-glukopyranosyde atau α-amilase dalam

menghidrolisis pati. Semua daun dan kombinasinya memiliki penghambatan

terhadap aktivitas enzim α-glukosidase dan α-amilase dengan tingkat

penghambatan berkisar 20,14%-35,30% pada enzim α-glukosidase dan

17,63%-26,04% pada enzim α-amilase. Peran senyawa fenolik dalam

menghambat aktivitas enzim pencernaan karbohidrat tidak terlihat.

Kata kunci : daun salam, daun pandan, daun jeruk, antidiabetes, hidrolisis pati,

senyawa fenolik.
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang dan Masalah

Di era modern jumlah penderita penyakit degeneratif cenderung meningkat secara

signifikan. Salah satu penyakit degeneratif yang mengalami peningkatan drastis

adalah Diabetes Melitus (DM). The International Diabetes Federation (IDF)

(2015) melaporkan bahwa penderita diabetes mencapai 415 juta dan pada tahun

2040, penderita diabetes diperkirakan akan meningkat 55% menjadi 642 juta.

Data International Diabetes Federation (IDF) (2015) menyatakan bahwa

penyandang diabetes di Indonesia diperkirakan mencapai 10 juta dengan

menempati urutan ke-7 tertinggi di dunia. Berdasarkan data Riskesdas (2013),

penduduk Indonesia yang berusia ≥15 tahun sebagai penderita DM sebanyak

6,9%. Prevalensi diabetes tertinggi yang terdiagnosis dokter terdapat di DI

Yogyakarta (2,6%), DKI Jakarta (2,5%), Sulawesi Utara (2,4%), dan Kalimantan

Timur (2,3%). Prevalensi diabetes berdasarkan gejala tertinggi terdapat di

Sulawesi Tengah (3,7%), Sulawesi Utara (3,6%), Sulawesi Selatan (3,4%), dan

NTT(3,3%).

Diabetes mellitus adalah kelompok penyakit metabolisme yang ditandai dengan

hiperglikemia akibat berkurangnya efektifitas insulin, sekresi insulin atau

kombinasi keduanya serta terjadi perubahan progresif terhadap struktur sel



2

β pankreas (Prameswari dan Widjanarko, 2014). Diabetes mellitus memiliki

hubungan yang sangat erat dengan karbohidrat yang dikonsumsi karena

karbohidrat merupakan sumber energi dan pada proses pencernaannya

meningkatkan glukosa. Hal ini memunculkan hipotesis bahwa karbohidrat

menjadi penyebab utama penyakit diabetes mellitus, terutama pati yang akan

terurai menjadi glukosa dalam sistem pencernaan. Konsumsi glukosa yang

berlebih dapat meningkatkan kadar gula darah (Munadi dan Ardinata, 2008).

Pati yang telah dicerna dalam lambung masuk ke dalam usus dan mengalami

penyerapan. Penyerapan ini dipermudah dengan adanya enzim pemecah ikatan

glikosida yaitu enzim α-glukosidase dan α-amilase (Katzung, 2002). Salah satu

cara menurunkan tingkat hidrolisis pati oleh enzim pencernaan adalah dengan

menghambat kinerja enzim yang bertugas untuk menguraikan pati.

Penghambatan pada enzim α-amilase akan menurunkan kemampuan mencerna

pati yang merupakan sarana penyedia energi. Penghambatan enzim juga dapat

dilakukan pada enzim pencernaan lain seperti α-glukosidase. Inhibitory α-

glukosidase menghambat enzim α -glukosidase yang menguraikan pati dalam usus

halus sehingga menunda penyerapan glukosa hasil pemecahan karbohidrat di

dalam usus halus sehingga dapat menurunkan kadar gula darah postprandial ( Rais

et al., 2013).

Penghambatan aktivitas enzim dapat dilakukan dengan menggunakan senyawa

fitokimia pada tanaman. Tadera et al. (2006) telah membuktikan secara in vitro

bahwa flavonoid merupakan senyawa yang berpotensi menghambat α-amilase dan

α-glukosidase. Penelitian yang dilakukan oleh Mcdougall et al. (2003) juga
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menunjukkan bahwa senyawa fenolik dari beberapa tanaman mampu menghambat

aktivitas enzim α-amilase akan tetapi tidak besar potensinya dalam menghambat

enzim α -glukosidase.

Sumber senyawa fitokimia mudah didapatkan di pasaran antara lain daun salam

(Dewi, 2012), daun pandan (Margaretha, 2011), dan daun jeruk (Azizah, 2015).

Daun ini juga digunakan sebagai bumbu. Situmorang (2013) memaparkan bahwa

daun salam (Eugenia polyantha) mengandung saponin, triterpenoid, flavonoid,

polifenol, alkaloid, tanin dan minyak atsiri yang terdiri dari sesquiterpen, lakton

dan fenol. Dalimartha (2000) melaporkan bahwa daun pandan (Pandanus

amaryllifolius Roxb.) banyak mengandung senyawa alkaloid, saponin, flavonoida,

polifenol dan tanin. Wulandari et al. (2013) menunjukkan bahwa bahwa daun

buah jeruk (Citrus sp.) mengandung banyak senyawa fitokimia yaitu flavonoid,

polifenol dan alkaloid. Oleh karena itu, daun salam, daun pandan dan daun jeruk

diduga dapat menurunkan tingkat hidrolisis pati oleh enzim α -amilase dan

α -glukosidase melalui penghambatan aktivitas enzim (enzym inhibitory).

Berdasar penelitian pendahuluan yang telah dilakukan Sabarina et al.(2015),

penambahan kombinasi daun pandan, daun jeruk dan daun salam sebanyak 1 g

pada saat pemasakan nasi mampu menurunkan respon glikemik responden sebesar

35,6%. Respon glikemik adalah  ukuran seberapa cepat dan seberapa tinggi kadar

glukosa darah naik sebagai respon terhadap konsumsi pati dalam jumlah dan

waktu tertentu. Respon glikemik diperoleh dari data pengukuran kadar glukosa

darah responden setelah makan dengan interval 1 jam. Nasi yang dimasak dengan

kombinasi tersebut  memiliki tingkat kesukaan terhadap rasa sebesar 32%, aroma
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29,3%, kepulenan 33,3%, penampakan 37,3% dan penerimaan secara keseluruhan

30,7%. Nasi tersebut memiliki aroma wangi yang berasal dari ketiga kombinasi

yaitu daun jeruk, pandan dan salam. Warna yang dihasilkan agak sedikit kuning

tidak jauh berbeda dengan nasi biasa dan rasanya pun tidak jauh berbeda dengan

nasi biasa.

Hasil penelitian Rahmadhani (2016) menunjukkan kunyit memiliki aktivitas

penghambatan enzim α-glukosidase tertinggi sebesar 68,27% dibandingkan

dengan jahe 25,22%, kayu manis 19,34%, kombinasi jahe dan kayu manis

24,27%, kombinasi jahe dan kunyit 42,51%, kombinasi kayu manis dan kunyit

62,61%.  Oleh karena itu, ditambahkan kunyit pada salah satu perlakuan dalam

penelitian ini sebagai pembanding. Pada penelitian ini dilakukan uji apakah daun

salam, daun pandan, daun jeruk dan kombinasinya menurunkan respon glikemik

melalui penghambatan terhadap aktivitas enzim α-glukosidase dan α-amilase.

B. Tujuan

Tujuan penelitian adalah:

1. Mempelajari pengaruh daun salam, daun pandan, daun jeruk dan kombinasinya

terhadap penghambatan aktivitas enzim α-glukosidase dan α-amilase.

2. Memperoleh perlakuan terbaik dari ekstrak daun salam, daun pandan, daun

jeruk dan kombinasinya dalam menghambat aktivitas enzim α-glukosidase dan

α-amilase.

3.  Mengetahui apakah penghambatan aktivitas enzim α-glukosidase dan

α-amilase tergantung pada total fenol ekstrak daun salam, daun pandan, daun

jeruk dan kombinasinya.
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C. Kerangka Pemikiran

Kebanyakan tumbuhan yang mengandung senyawa bioaktif seperti glikosida,

alkaloid, terpenoid, flavonoid, dan karotenoid mempunyai aktivitas antidiabetes

(Kim et al., 2006 diacu dalam Suarsana et al., 2008). Thompson et al. (1984)

menyatakan beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa adanya polifenol atau

tanin dapat menghambat aktivitas enzim-enzim pencernaan, terutama tripsin dan

amilase. Selain itu, adanya adsorpsi substansi polifenol secara selektif oleh pati

akan menurunkan tingkat hidrolisis pati oleh enzim amilase in vitro ( Himmah dan

Handayani, 2012).

Beberapa sumber senyawa fenolik mudah didapatkan dipasaran adalah daun salam

(Dewi, 2012), daun pandan (Margaretha, 2011), dan daun jeruk (Azizah, 2015).

Senyawa fenol yang terkandung dalam daun salam, daun pandan dan daun jeruk

diantaranya tanin dan flavonoid. Tanin merupakan senyawa makro molekul yang

dihasilkan oleh tanaman dan berperan sebagai anti nutrisi (antinutrient) dan

penghambat enzim (enzyme inhibitor) sehingga mengakibatkan rendahnya

hidrolisis pati dan menurunkan respons terhadap gula darah pada hewan

(Matsushita et al., 2002).

Senyawa polifenol diyakini dapat mempengaruhi metabolisme karbohidrat

melalui penghambatan pencernaan dan penyerapan di usus halus.  Hal ini karena

tanin membentuk ikatan silang yang stabil dengan protein, selulosa dan pektin

(Fitri, 2007). Dengan berbagai kandungan zat yang terdapat pada daun salam

(Eugenia polyantha), daun pandan wangi (Pandanus amaryllifolius Roxb.) dan



6

daun jeruk (Citrus sp.), diharapkan mampu menurunkan tingkat hidrolisis pati

oleh enzim α-amilase dengan  menghambat kerja enzim α-amilase.

Pada proses pencernaan, karbohidrat kompleks akan dicerna oleh berbagai enzim

pencernaan yang terdapat pada usus halus, termasuk enzim α-glukosidase yang

merupakan enzim karbohidrolase yang bekerja mengkatalis pelepasan α-glukosa

(Zhang et al., 2007). Penghambatan enzim α-glukosidase merupakan salah satu

pendekatan untuk menurunkan kadar glukosa darah sesudah makan (postprandial)

(Manaharan et al., 2011) karena dengan dihambatnya kerja enzim glukosidase

maka dapat menunda penguraian oligosakarida dan disakarida menjadi

monosakarida (Shinde et al., 2008). Berdasarkan penelitian Yuliastuti (2011)

alkaloid, flavonoid, terpenoid, tanin, glikosida, saponin dan antrakuinon memiliki

aktivitas penghambatan kerja enzim α-glukosidase. Pinto et al. (2010)

menyatakan bahwa tanin memiliki aktivitas penghambatan enzim α-glukosidase

walaupun potensinya tidak sebesar penghambatan enzim α-amilase. Ani dan

Naidu (2008) memaparkan bahwa komponen polifenolik atau flavonoid

menunjukkan penghambatan yang signifikan terhadap aktivitas amilase saliva

manusia dan glukosidase usus serta menurunkan postprandial hiperglikemia pada

tikus.

D. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Ekstrak daun salam, daun pandan, daun jeruk dan kombinasinya berpengaruh

terhadap aktivitas enzim α-glukosidase dan α-amilase.
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2. Terdapat perlakuan terbaik dari ekstrak daun salam, daun pandan, daun jeruk

dan kombinasinya dalam menghambat aktivitas enzim α-glukosidase dan

α-amilase.

3.  Semakin tinggi kandungan total fenol maka semakin besar penghambatan

aktivitas enzim α-glukosidase dan α-amilase.



II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) adalah suatu keadaan gangguan metabolik yang

ditandai dengan kenaikan kadar gula darah dan penggunaan karbohidrat yang

tidak efektif.  Gangguan metabolik ini disebabkan oleh adanya disfungsi sel β

pankreas atau kurangnya insulin secara relatif maupun absolut

(Tjokroprawiro, 2007).  Diabetes mellitus (DM) dibagi menjadi dua tipe yaitu

diabetes tipe I dan diabetes tipe II.  DM tipe I didefinisikan sebagai tipe diabetes

yang bergantung pada insulin atau Insulin Dependent Diabetes Mellitus (IDDM),

sedangkan DM tipe II didefinisikan sebagai diabetes yang tidak bergantung pada

insulin atau Non Insulin Dependent Diabetes Mellitus (NIDDM) (Purwatresna,

2012).

Penderita DM tipe I mengalami kerusakan sel β pankreas yang menghasilkan

insulin, akibatnya sel-sel β pankreas tidak dapat mensekresikan insulin atau hanya

dapat mensekresikan insulin dalam jumlah sedikit.  Kerusakan pada sel-sel β

pankreas disebabkan oleh peradangan pada pankreas.  Akibat sel-sel β pankreas

tidak dapat membentuk insulin atau insulin hanya ada dalam jumlah sedikit maka

penderita diabetes tipe I ini selalu bergantung pada insulin.  Pengobatan DM tipe I

dilakukan dengan pemberian insulin kepada penderita.  Penderita DM tipe II tidak
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mengalami kerusakan sel-sel β pankreas tetapi insulin yang disekresikan

jumlahnya menurun.  Penurunan tersebut disertai defisiensi insulin hingga

resistensi insulin.  DM tipe II umumnya disebabkan oleh obesitas atau kelebihan

berat badan.  Pengobatan DM tipe II dilakukan dengan pengaturan pola makan

dan olah raga, namun dapat pula diobati dengan obat-obat antidiabetes.  DM tipe

2 inilah yang banyak diderita oleh masyarakat (Purwatresna, 2012).

Menurut Waspadji (2009), pengelolaan DM dapat dilakukan dalam jangka pendek

ataupun jangka panjang.  Pengelolaan jangka pendek bertujuan untuk

menghilangkan keluhan atau gejala DM dan mempertahankan rasa nyaman dan

sehat.  Sedangkan pengelolaan jangka panjang bertujuan untuk mencegah

penyakit baik makroangiopati, mikroangiopati maupun neuropati dengan tujuan

akhir menurunkan morbiditas dan mortalitas DM.

B.  Inhibitor Enzim α-Amilase dan α-Glukosidase

Enzim adalah biomolekul berupa protein berbentuk bulat (globular), yang terdiri

atas satu rantai polipeptida atau lebih dari satu rantai polipeptida

(Wirahadikusumah, 1989).  Enzim berfungsi sebagai katalis atau senyawa yang

dapat mempercepat proses reaksi tanpa habis bereaksi.  Dengan adanya enzim,

molekul awal yang disebut substrat akan dipercepat perubahannya menjadi

molekul lain yang disebut produk.  Akan tetapi, kinerja dari enzim sendiri dapat

dihambat oleh inhibitor.  Pada umumnya cara kerja inhibitor adalah dengan

menyerang sisi aktif enzim sehingga enzim tidak dapat berikatan dengan substrat

sehingga fungsi katalitiknya terganggu (Winarno, 1989).
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Semua jenis karbohidrat, termasuk pati mulai mengalami reaksi kimiawi sejak ada

di dalam mulut, yaitu oleh enzim α-amilase (ptialin) dalam saliva.  Enzim

α-amilase merupakan enzim yang membantu dalam proses hirolisis pati yaitu

dengan memutus ikatan α-1,4 glikosidik.  Enzim α-amilase termasuk dalam kelas

endoamilase yaitu enzim yang memutus ikatan α-1,4 glikosidik bagian dalam

amilosa dan amilopektin dengan produk oligosakarida berbagai ukuran dengan

konfigurasi α.  Dalam hal ini, karbohidrat berantai panjang, termasuk pati

mengalami proses pencernaan sebagian.  Setelah melewati lambung, karbohidrat

ini akan dicerna lebih lanjut dalam duodenum oleh enzim amilase yang dihasilkan

oleh pankreas menjadi rantai yang lebih pendek.  Pencernaan karbohidrat diakhiri

oleh enzim-enzim disakaridase yang dihasilkan oleh mukosa usus halus menjadi

monosakarida yang dapat diserap ke dalam aliran darah (Bender, 2003).

Dengan adanya penghambat enzim α-amilase maka akan berpengaruh terhadap

metabolisme di dalam saluran pencernaan antara lain mengganggu atau

memperlambat pemecahan karbohidrat sehingga akan mengurangi ketersediaan

kalori atau mempengaruhi sistem glukosa-insulin.  Pengaruh penghambatan enzim

α-amilase terhadap absorpsi karbohidrat dan glukosa setelah makan (postprandial)

telah diuji pada manusia dan menunjukkan bahwa penghambat jenis protein

memperlambat penyerapan dan mengurangi konsentrasi glukosa plasma, sehingga

penghambatan α-amilase dapat dimanfaatkan bagi penderita diabetes mellitus II

(Judge dan Svensson, 2006).

Enzim α -glukosidase akan menguraikan pati dalam usus halus. Enzim

α-glukosidase merupakan karbohidrase yang mengkatalisis pelepasan glukosa dari
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ujung nonpereduksi karbohidrat makanan.  Pada penderita Diabetes Mellitus

(DM), inhibisi terhadap enzim ini menyebabkan penghambatan absorpsi glukosa

sehingga menurunkan keadaan hiperglikemia setelah makan.  Inhibitor

α-glukosidase merupakan salah satu agen antidiabetik yang bekerja dengan cara

menghambat kerja enzim α-glukosidase, sehingga terjadi pengurangan penyerapan

karbohidrat dari makanan oleh usus.  Hal ini merupakan sebuah pendekatan

terapeutik bagi hiperglikemia postprandial.  Inhibitor α-glukosidase merupakan

obat antidiabetes oral yang digunakan untuk mengobati DM tipe II (Sarjono,

2010).

Contoh inhibitor α-glukosidase adalah akarbosa.  Akarbosa merupakan

oligosakarida yang diperoleh dari fermentasi mikroorganisme Actinoplanes

utahensis. Akarbosa memiliki rumus empiris C25H43NO18 dengan berat molekul

645.6, pKa 5.1.  Karena kehadiran intramolekul nitrogen, akarbosa melekat pada

tempat pengikatan karbohidrat oleh enzim α-glukosidase (misalnya sukrase)

dengan afinitas melebihi dari substrat normal (misalnya sukrosa).  Reaksi

enzimatik berhenti karena ikatan C-N di unit acarviosine dari akarbosa tidak dapat

dipecah.  Selama akarbosa tetap terikat pada enzim α-glukosidase, karbohidrat

yang masuk tidak dapat dicerna dan glukosa tidak bisa dilepaskan untuk

penyerapan (Bischoff, 1994).

Salah satu penghambat enzim pencernaan (enzyme inhibitor) adalah senyawa

fenolik yang banyak terdapat pada tumbuhan (Wahyuntari, 2011).  Senyawa

fenolik ini mampu membentuk senyawa kompleks dengan pati.  Hal ini

menyebabkan pati tidak dapat dihidrolisis oleh enzim pencernaan karena sisi aktif
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enzim tidak dapat mengenali substratnya yaitu senyawa kompleks yang terbentuk

dari pati dan senyawa fenolik.

C.  Daun Salam

Salam diklasifikasi sebagai berikut ( Nurcahyati, 2014) :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Myrtales

Famili : Myrtaceae

Genus : Syzygium

Spesies : Syzygium polyanthum (Wight.) Walp.

Gambar 1. Daun Salam

Salam atau Syzygium polyanthum dikenal masyarakat Indonesia sebagai bumbu

masak karena memiliki keharuman khas yang bisa menambah kelezatan masakan.

Daun salam mempunyai rasa yang kelat dan bersifat astringent.  Daun salam

(Syzygium polyanthum ) juga dikenal dapat menjadi media pengobatan tradisional

yakni sebagai penurun kolesterol, pengobatan hipertensi, diare, dan terapi diabetes
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mellitus (Dalimartha, 2000).  Infus daun salam dengan kadar 35% dilaporkan

mempunyai efek penurunan kadar gula darah setelah pembebanan dengan glukosa

pada kelinci setara dengan glibenklamid dosis 5 mg (Ariyanti, 2005).

Daun salam (Eugenia polyantha) mengandung tanin, minyak atsiri, seskuiterpen,

triterpenoid, fenol, steroid, sitral, lakton, saponin, karbohidrat (Pidrayanti, 2008),

alkaloid dan flavonoida (quercetin, quercitrin, myrcetin dan myrcitrin)

(Situmorang, 2013).  Selain itu daun salam juga mengandung beberapa vitamin, di

antaranya vitamin C, vitamin A, thiamin, riboflavin, niacin, vitamin B6, vitamin

B12, dan folat.  Bahkan mineral seperti selenium terdapat di dalam kandungan

daun salam.  Dengan berbagai kandungan zat yang terdapat pada daun salam

(Eugenia polyantha), pemanfaatan daun salam dalam bentuk rebusan ataupun

ekstrak, diharapkan dapat menurunkan tingkat hidrolisis pati oleh enzim amilase

dan glukosidase memberikan aktivitas antioksidan yang tinggi karena adanya

kandungan senyawa aktif di dalamnya, terutama senyawa fenol (Pidrayanti,

2008).

D.  Daun Pandan Wangi

Daun Pandan diklasifikasi sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Ordo : Pandanales

Famili : Pandanaceae

Genus : Pandanus
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Spesies : Pandanus amaryllifolius Roxb.

Gambar 2. Daun Pandan

Pandan wangi (Pandanus amaryllifolius Roxb.) sering digunakan sebagai bahan

penyedap, pewangi, dan pemberi warna hijau pada masakan.  Selain itu juga

berkhasiat untuk menghitamkan rambut, menghilangkan ketombe, rambut rontok,

lemah saraf, tidak nafsu makan, rematik, sakit disertai gelisah, serta pegal linu

(Dalimartha, 2002).

Daun pandan wangi mengandung alkaloid, saponin, flavonoida, tanin, polifenol,

dan zat warna (Sukandar et al., 2009).  Selain itu, daun pandan wangi sedikit

mengandung minyak atsiri, terdiri dari 6-42% hidrokarbon seskuiterpen dan 6%

merupakan linalool hanya sebagai monoterpen. Sukandar et al. (2007)

melaporkan tumbuhan pandan wangi menghasilkan minyak atsiri yang memiliki

komponen kimia 3-alil 6- metoksi fenol, 3-metil 2 (5H) furanon, dietil ester 1,2-

benzenadikarboksilat, dan 1,2,3-propanetril ester asam dodekanoat.

Pandan wangi (Pandanus amaryllifolius Roxb.) juga memiliki aroma yang sangat

khas. Aroma khas dari pandan wangi diduga karena adanya senyawa turunan

asam amino fenil alanin yaitu 2-acetyl-1-pyrroline (Faras et al., 2014).  Selain
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kegunaan tersebut, pandan wangi juga dilaporkan memiliki aktivitas antidiabetik

pada ekstrak air, antioksidan pada ekstrak air dan metanol, antikanker pada

ekstrak etanol dan metanol, dan antibakteri pada ekstrak etanol dan etil asetat

(Prameswari dan Widjanarko, 2014).

E.  Daun Jeruk Purut

Daun jeruk purut diklasifikasi sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Sapindanales

Famili : Rutaceae

Genus : Citrus

Spesies : Citrus hystrix D.C..

Gambar 3. Daun Jeruk Purut

Daun jeruk purut juga sering digunakan sebagai bahan utama dalam obat-obatan

tradisional.  Daun jeruk purut mengandung alkaloid, polifenol, minyak atsiri,

tanin, flavonoid (Rahmi et al., 2013).  Berdasarkan hasil penelitian Yuliani et al.
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(2011) minyak atsiri daun jeruk purut mempunyai aktivitas antibakteri terhadap

bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.  Daun jeruk purut

mengandung sabinena dan limonene yang berguna untuk kosmetik, aromaterapi

pencuci rambut, antelmintik, obat sakit kepala, nyeri lambung, dan biopestisida.

Daunnya juga sering digunakan sebagai rempah yang berfungsi untuk memberi

aroma yang khas pada masakan (Munawaroh, 2010).

F.  Kunyit

Kunyit diklasifikasi sebagai berikut (Purba,2013) :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spematophyta

Sub-Divisi : Angiopermae

Kelas : Monocotyledonae

Ordo : Zingiberales

Famili : Zingiberaceae

Genus : Curcuma

Spesies : Curcuma longa L.

Gambar 4. Kunyit
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Kunyit (Curcuma longa L. ) merupakan salah satu tanaman obat yang banyak

dijumpai di Indonesia.  Komponen utama yang terdapat pada rimpang kunyit

adalah minyak atsiri dan kurkuminoid. Kandungan kurkumin pada rimpang

kunyit berkisar 10,92%. Kurkuminoid termasuk senyawa polifenol dan

memberikan warna kuning yang khas pada kunyit.  Menurut Rukmana (1994),

kurkuminoid mulai digunakan sebagai antidiabetes.  Zhang et al. (2013)

melaporkan bahwa kurkuminoid dapat bersifat antidiabetes.  Kurkuminoid

mampu menurunkan kadar glukosa dalam darah tikus yang telah diinduksikan

aloksan.

G.  Proses Pencernaan Pati

Pati adalah karbohidrat yang merupakan polimer glukosa yang terdiri atas amilosa

dan amilopektin yang memiliki karakteristik yang berbeda.  Keduanya tersusun

dari monomer yang sama yaitu glukosa.  Amilosa terbentuk dari rantai glukosa

yang terikat dengan ikatan 1,4-glikosidik.  Pada amilopektin tidak hanya terikat

dengan ikatan 1,4-glikosidik akan tetapi terikat dengan ikatan 1,6-glikosidik yang

menyebabkan rantainya bercabang (Herawati, 2011).  Berdasarkan mekanisme

hidrolisis enzimatis, hanya amilosa yang dapat dihidrolisis oleh enzim α-amilase

dengan memotong ikatan 1,4-glikosidik, sedangkan amilopektin dapat dihidrolisis

oleh enzim α-glukosidase untuk memutus rantai cabangnya yaitu ikatan

1,6- glikosidik (Wijaya et al.,2012).

Pati atau karbohidrat akan dicerna oleh enzim di dalam mulut dan usus menjadi

gula yang lebih sederhana yang kemudian akan diserap ke dalam tubuh dan

meningkatkan kadar gula darah.  Karbohidrat atau pati akan diserap oleh tubuh
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setelah mengalami perubahan terlebih dahulu menjadi komponen-komponen

penyusunnya yaitu glukosa.  Enzim yang dibutuhkan untuk melakukan tugas

tersebut adalah α-amilase yang dihasilkan oleh kelenjar saliva dan pankreas.

Namun, enzim α-amilase yang berasal dari saliva diinaktivasi oleh pH rendah di

dalam lambung sehingga kurang berperan dalam proses pencernaan pati.  Enzim

α-amilase yang berasal dari pankreas akan berperan memecah pati di dalam usus

halus.  Proses tersebut akan dituntaskan pada bagian brush border usus halus

dengan bantuan dari enzim glukoamilase dan α-dextrinase.  Pada bagian ini juga

akan terjadi pemecahan disakarida menjadi monosakarida (Indrasari et al., 2008).

Enzim α-amilase hanya dapat menghidrolisis amilosa dengan memotong ikatan

α-1,4 glikosidiknya.  Amilopektin yang memiliki rantai bercabang dengan ikatan

α-1,6 glikosidik tidak dapat dihidrolisis oleh enzim α-amilase sehingga

membutuhkan enzim α-glukosidase unruk memutus rantai cabangnya.

Menurut Bosenberg (2008), proses pencernaan karbohidrat menyebabkan

pankreas melepaskan enzim α-glukosidase ke dalam usus.  Enzim α-glukosidase

akan mengkonversi karbohidrat menjadi oligosakarida, kemudian menjadi glukosa

yang dikeluarkan oleh sel-sel usus halus yang kemudian akan diserap ke dalam

tubuh.  Enzim α-glukosidase akan menghidrolisis amilopektin yang memiliki

rantai bercabang dengan memutus ikatan α-1,6 glikosidik pada rantai cabangnya.

Amilosa dan amilopektin dapat terhidrolisis menjadi glukosa dan diserap oleh

tubuh dengan bantuan enzim α-amilase dan α-glukosidase.
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H.  Pengaruh Kombinasi Daun Salam, Jeruk dan Pandan Terhadap Sifat

Organoleptik dan Respon Glikemik Nasi Wangi.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan Sabarina et al. (2015) daun salam,

daun pandan dan daun jeruk yang mengandung senyawa fenolik pada pemasakan

nasi menghasilkan nasi wangi yang disukai konsumen dan memiliki respon

glikemik yang lebih rendah dari nasi biasa.  Nasi dengan penambahan kombinasi

daun jeruk, pandan dan salam dengan berat total 1 g (C2) merupakan nasi dengan

sifat organoleptik terbaik yang paling banyak disukai panelis di samping kontrol

(C1) (Gambar 5).

Gambar 5.  Pengaruh penambahan berat kombinasi daun salam, daun pandan dan
daun jeruk terhadap rasa, aroma, kepulenan, penampakan dan
penerimaan secara kesuluruhan.

Keterangan: C1 : tanpa penambahan kombinasi daun salam, daun pandan, daun
jeruk

C2 : kombinasi 0.33 g daun salam, 0.33 daun pandan, dan 0.33 daun
jeruk

C3 : kombinasi 0.66 g daun salam, 0.66 daun pandan, dan 0.66 daun
jeruk,
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C4 : kombinasi 1.00 g daun salam, 1.00 daun pandan, dan 1.00 daun
jeruk

C5: kombinasi 1.33 g daun salam, 1.33 daun pandan, dan 1.33 daun
jeruk

C6: kombinasi 1.66 g daun salam, 1.66 daun pandan, dan 1.66 daun
jeruk

Tingkat kesukaan panelis pada nasi dengan tambahan kombinasi 1 g (C2) yaitu

rasa sebesar 32%, aroma 29.3%, kepulenan 33.3%, penampakan 37.3% dan

penerimaan secara keseluruhan 30.7%. Nasi yang diberi tambahan kombinasi

dengan berat 1 g memiliki aroma wangi yang berasal dari ketiga kombinasi yaitu

daun jeruk, pandan dan salam.  Warna yang dihasilkan agak sedikit kuning tidak

jauh berbeda dengan nasi biasa dan rasanya tidak jauh berbeda dengan nasi biasa.

Penambahanberat kombinasi daun salam, daun pandan dan daun jeruk yang

semakin besar menghasilkan nasi yang agak pahit.  Semakin berat kombinasi yang

ditambahkan warna yang dihasilkan semakin kuning sampai coklat.  Rasa yang

dihasilkan semakin pahit karena kandungan tanin yang ada pada kombinasi

(Situmorang, 2013).

Penambahan kombinasi 0,33 g daun salam, 0,33 g daun jeruk dan 0,33 g daun

pandan menghasilkan nasi wangi dengan respon glikemik 35,6% lebih rendah dari

nasi biasa, di mana diperoleh rata-rata untuk respon glikemik kontrol (nasi biasa)

sebesar 16 mg/dL sedangkan nasi wangi sebesar 10,3 mg/dL (Gambar 6). Hal ini

disebabkan karena kandungan senyawa polifenol pada bahan mampu menghambat

aktivitas enzim α-amilase.  Penghambatan pada enzim α-amilase akan

menurunkan kemampuan untuk mencerna pati sehingga respon glikemiknya turun

(Mcdougall, 2003).
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Gambar 6.  Respon glikemik responden setelah mengonsumsi nasi biasa dan nasi
wangi perlakuan terbaik.



III. BAHAN DAN METODE

A. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pengolahan Hasil Pertanian dan

Laboratorium Analisis Hasil Pertanian, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian,

Universitas Lampung. Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan April sampai

dengan Agustus 2016.

B. Bahan dan Alat

Bahan utama yang digunakan yaitu daun salam, daun pandan wangi, daun jeruk

purut dan kunyit yang segar dan tua yang diperoleh dari Pringsewu. Bahan yang

digunakan untuk analisis antara lain enzim α-amilase, α-glukosidase (dari

Saccharomyces cerevisiae), buffer fosfat, starch, glukosa, akarbosa, aquades,

Na2CO3, substrat PNPG ( p-nitrophenyl-α-D-glucopyranosyde), buffer sodium

fosfat, HCl, DNS, NaOH, reagen folin ciocalteu, asam galat, indikator PP, kalium

natrium tartat tetrahidrat ( PST (Potassium Sodium Tartrat)), fenol, Na

metabisulfit.

Alat yang digunakan adalah seperangkat alat ekstraksi, water bath, vorteks,

erlenmeyer, sentrifuge, mikropipet, pipet tip, tabung reaksi, dan microplate reader

spectrophotometer untuk pengamatan penghambatan aktivitas enzim.
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C. Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) non

faktorial dengan empat kali ulangan. Penelitian dilakukan dengan delapan

perlakuan sebagai berikut:

C1 : ekstrak kombinasi 0,33 g daun salam, 0,33 daun pandan, dan 0,33 daun

jeruk

C2 : ekstrak kombinasi 0,5 g daun salam dan 0,5 g daun jeruk

C3 : ekstrak kombinasi 0,5 g daun jeruk dan 0,5 g daun pandan

C4 : ekstrak kombinasi 0,5 g daun salam dan 0,5 g daun pandan

C5 : ekstrak 1 g daun salam

C6 : ekstrak 1 g daun pandan wangi

C7 : ekstrak 1 g daun jeruk purut

C8 : ekstrak kombinasi 0,25 g daun salam, 0,25 g daun pandan wangi, 0,25 g

daun jeruk, 0,25 g kunyit.

Pada perlakuan C8, kombinasi ketiga daun ditambah kunyit sebagai pembanding.

Hal ini didasarkan pada hasil penelitian Rahmadhani (2016) yang menyatakan

bahwa ekstrak kunyit memiliki penghambatan terhadap aktivitas enzim

glukosidase yang tinggi sebesar 68,27%.

Data yang diperoleh dianalisis ragam untuk mendapatkan penduga ragam galat

dan uji signifikan untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh antar perlakuan.

Kehomogenan data diuji dengan uji Bartlet dan kemenambahan data diuji dengan

uji Tuckey. Untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan data diuji lebih lanjut

dengan uji beda nyata terkecil (BNT) pada taraf nyata 5%.



24

D. Pelaksanaan Penelitian

1. Pengeringan Daun dan Pembuatan Ekstrak

Pengeringan daun salam, daun pandan, daun jeruk dan kunyit dilakukan

berdasarkan metode Murhadi et al. (2007), diawali dengan memilih daun salam,

daun pandan daun jeruk, dan kunyit yang segar dan tua.  Daun salam, daun

pandan, daun jeruk dan kunyit dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu

40 ºC selama dua hari. Daun salam, daun pandan, daun jeruk dan kunyit kering

selanjutnya dihaluskan menggunakan blender sehingga diperoleh serbuk kering

daun salam, daun pandan, daun jeruk dan kunyit. Serbuk tersebut dimasukkan ke

dalam kantong celup yang telah dibuat sebelumnya sesuai dengan perlakuan

masing-masing hingga diperoleh kombinasi daun pandan, daun salam, daun jeruk,

kunyit atau daun tunggal dalam bentuk kantong celup. Proses ekstraksi

menggunakan metode Dewi (2012) yang dimodifikasi. Serbuk kering yang telah

diperoleh diseduh dengan air mendidih dengan perbandingan 1g/10 mL dan

diaduk selama 20 menit. Diagram proses pengeringan dan pembuatan ekstrak

daun salam, daun pandan, daun jeruk dan kunyit dapat dilihat pada Gambar 7.



25

Gambar 7. Proses pengeringan daun ( Murhadi et al., 2007) dan pembuatan
ekstrak (Dewi, 2012).

Daun Salam

Pengeringan (oven, T
40°C, t 2 hari)

Daun Salam
Kering

Penghalusan
(blender)

Pemasukkan masing-masing perlakuan ke dalam kantong celup

0,33 g daun
salam, 0,33 g
daun pandan,

dan 0,33 g
daun

jeruk(C1)

0,5 g daun
salam dan
0,5 g daun
jeruk(C2)

0,5 g daun
jeruk dan
0,5g daun

pandan
(C3)

0,5 g daun
salam dan
0,5g daun

pandan
(C4)

1 g daun
salam
(C5)

1 g daun
pandan

(C6)

1 g daun
jeruk
(C7)

Pengadukan, t 20 menit

Penyeduhan dengan air mendidih (1g /10 mL)

Ekstrak daun salam, daun pandan, daun jeruk, kunyit
sesuai perlakuan

Pengamatan:
1. Penghambatan

α-glukosidase
2. Penghambatan

α-amilase
3. Total Fenol

Daun Pandan
Daun Jeruk

Serbuk Daun
Salam

Pengeringan (oven,
T 40°C, t 2 hari)

Pengeringan (oven,
T 40°C, t 2 hari)

Pengeringan (oven,
T 40°C, t 2 hari)

Kunyit

Daun Pandan
Kering

Daun Jeruk
Kering

Kunyit Kering

Penghalusan
(blender)

Penghalusan
(blender)

Penghalusan
(blender)

Serbuk Daun
Pandan

Serbuk Daun
Jeruk

Serbuk Kunyit

0,25 g daun
salam, 0,25g
daun pandan,
0,25g daun

jeruk, 0,25 g
kunyit(C8)
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E. Pengamatan

Parameter yang diamati terhadap ekstrak daun salam, daun pandan, daun jeruk

dan kunyit pada ke delapan perlakuan adalah pengujian penghambatan aktivitas

α-glukosidase ( Rahmadhani, 2016), penghambatan aktivitas α-amilase (Muchtadi

et al., 1994), dan total fenol (Ismail, et al., 2012).

1. Pengujian PenghambatanEnzim α-Glukosidase

Pengujian penghambatan aktivitas enzim α-glukosidase menggunakan metode

Rahmadhani (2016).  Disiapkan enzim α-glukosidase lalu dilakukan pengenceran

50 kali dengan cara 1 mL enzim α-glukosidase ditambahkan aquades sampai

dengan 50 mL. Disiapkan substrat PNPG ( p-nitrophenyl-α-D-glucopyranosyde)

dengan melarutkan 0,03012 g substrat PNPG dalam 100 mL aquades.  Masing-

masing sampel diambil 0,2 mL dan dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi, salah

satunya sebagai koreksi warna.  Selain itu disiapkan satu tabung reaksi yang akan

digunakan sebagai kontrol yang berisi aquades dan satu tabung reaksi sebagai

pembanding yang berisi akarbosa.  Masing-masing tabung diambahkan 2 mL

enzim α-glukosidase yang telah diencerkan dan diinkubasi selama 10 menit pada

suhu 37°C. Larutan kontrol dan tabung pertama ditambahkan 1 mL substrat

PNPG sedangkan tabung kedua tidak ditambahkan substrat PNPG melainkan

diganti dengan 1 mL aquades sebagai faktor koreksi warna  lalu diinkubasi

kembali pada suhu 37°C selama 30 menit.  Larutan ditambahkan 2 mL Na2CO3

2% lalu divorteks.  Sampel dimasukkan ke dalam kuvet, diukur absorbansinya

pada panjang gelombang 405 nm. Diagram alir pengujian penghambatan aktivitas

enzim α-glukosidase dapat dilihat pada Gambar 8.
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Absorbansi larutan sampel (As) adalah hasil pengurangan absorbansi sampel

dengan substrat (As1) dengan absorbansi sampel tanpa substrat (As2).

As= As1-As2

Persentase penghambatan aktivitas enzim α-glukosidase dapat dihitung melalui

rumus :

% penghambatan = [(A0-As)/A0] x 100%

Keterangan:

As = Absorbansi larutan sampel

As1 = Absorbansi sampel dengan substrat

As2 = Absorbansi sampel tanpa substrat ( koreksi warna)

A0 = Absorbansi kontrol
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Gambar 8.  Diagram alir proses pengujian penghambatan aktivitas enzim α-
glukosidase (Rahmadhani, 2016)

1 mL enzim α-glukosidase

Pemasukan dalam tabung reaksi

0,2 mL sampel

Inkubasi ( T 37°C, t 10 menit)

Inkubasi ( T 37°C, t 30 menit)

1 mL substrat PNPG

2 mL Na2CO3 2%

Larutan Sampel

Pemasukan dalam kuvet

Pengukuran absorbansi, λ 405 nm

Enzim α-glukosidase (pengenceran 50 kali)

Vorteks
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2. Pengujian Penghambatan Enzim α-Amilase

Pengujian penghambatanaktivitas enzim α-amilase menggunakan metode DNS

dengan menentukan tingkat hidrolisis pati.

a.  Pembuatan pereaksi dinitro salisilat (DNS)

Pembuatan pereaksi DNS menggunakan metode Apriyanto et al. (1989).

Sebanyak 1,96 g asam dinitro salisilat dan 1,98 g NaOH, 3,06 g K.N. Tartrat

Tetrahidrat, 0,0076g fenol dan 0,83 g Na-metabisulfit ditimbang lalu dimasukkan

ke dalam 141,6 mL aquades dan dicampurkan.  Selanjutnya dilakukan titrasi 3 mL

pereaksi DNS dengan HCl 0,1N dan ditambahkan 2-3 tetes indikator fenolftalein

sampai berubah warna menjadi bening.  Diagram alir pembuatan peeaksi dinitro

salisilat (DNS) dapat dilihat pada Gambar 9.

Gambar 9. Diagram alir pembuatan pereaksi dinitro salisilat (DNS)
(Apriyanto et al., 1989)

DNS 1,06 g; NaOH 1,98 g; K.N Tartrat
Tetrahidrat 30,6 g; fenol 0,0076 g;

Na metabisulfit 0,83 g

Pemasukan dalam erlenmeyer

Pereaksi DNS

Titrasi

Larutan berwarna bening

Aquades 141,6 mL

Pereaksi DNS 3 mL,
HCl 0,1N

Indikator PP 2-3 tetes
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b. Pembuatan kurva standar glukosa

Jumlah glukosa hasil hidrolisis enzim amilase diukur secara spektrofotometri.

Larutan hasil hidrolisis direaksikan dengan pereaksi dinitro salisilat (DNS)

sehingga terbentuk warna jingga kemerahan yang kepekatannya berbanding lurus

dengan kadar glukosa dalam larutan. Kandungan glukosa sampel ditentukan

berdasarkan kurva standar glukosa metode Muchtadi et al., (1992) yang telah

dimodifikasi.

Konsentrasi glukosa yang digunakan sebagai kurva standar adalah 0,01%, yang

dibuat dengan cara melarutkan 0,01 g glukosa ke dalam labu tera dan

ditambahkan sampai volume 100 mL aquades.  Kemudian dibuat seri pengenceran

0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% dari konsentrasi larutan standar glukosa.

Selanjutnya disiapkan 6 tabung reaksi, masing-masing tabung reaksi dimasukkan

1 mL dari larutan glukosa tersebut.  Tabung keenam diisi aquades sebagai

penghambatan larutan glukosa (blanko).  Larutan ditambahkan 3 mL pereaksi

DNS.  Tabung reaksi dipanaskan dalam penangas air pada suhu 30°C selama 20

menit dan didinginkan selama 15 menit.  Larutan dimasukkan ke dalam kuvet

sebanyak 5 mL untuk diukur absorbansinya pada panjang gelombang 550 nm.

Diagram alir proses pembuatan kurva standar glukosa dapat dilihat pada Gambar

10.
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Gambar 10. Diagram alir proses pembuatan kurva standar glukosa
(Muchtadi et al., 1992) yang telah dimodifikasi.

c.  Penentuan tingkat hidrolisis pati

Penentuan tingkat hidrolisis pati menggunakan metode Muchtadi et al., (1992)

yang telah dimodifikasi. Enzim α-amilase dimasukkan ke dalam tabung reaksi

sebanyak 1 mL lalu ditambahkan 0.1 mL buffer fosfat 0,1 M.  Kemudian

dimasukkan sampel sebanyak 0,2 mL, divorteks dan diinkubasi selama 10 menit

pada suhu 37°C.  Setelah itu, ditambahkan pati 4% sebanyak 3 mL, diinkubasi

Glukosa 0,01 g

Pemasukan dalam labu tera

Pengenceran

Penyiapan 6 tabung reaksi

Tabung keenam

Pemanasan ( T 30°C, t 20 menit)

Pendinginan, t 15 menit

Pemasukan dalam kuvet

Pengukuran absorbansi, λ 550 nm

Aquades 100 mL
Larutan glukosa
0%, 20%, 40%,

60%, 80%, 100%

Larutan
glukosa 1 mL

Aquades 1 mL

3 mL pereaksi DNS
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selama 60 menit pada suhu 37°C.  Larutan disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm

selama 15 menit. Diambil 2 mL supernatan dan ditambahkan 2 mL pereaksi

DNS, diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C.  Sampel ditambahkan PST

(Potassium Sodium Tartrat) 1% sebanyak 0,667 mL, lalu diukur absorbansinya

pada panjang gelombang 550 nm. Diagram alir proses penentuan daya cerna pati

dapat dilihat pada Gambar 11.

Gambar 11. Diagram alir proses penentuan daya cerna pati (Muchtadi et al., 1992)

Vorteks

Inkubasi ( T 37°C, t 10 menit)

Sentrifus (3000 rpm, t 15 menit)

Pengukuran absorbansi, λ 550 nm

Buffer phospat 0,1M 1 mL,
0,2 mL sampel

Starch4% 3 mL

Enzim α-amilase 1 mL

Pemasukan dalam tabung reaksi

Inkubasi( T 37°C, t 60 menit)

Pengambilan 2 mL supernatan

Inkubasi( T 37°C, t 30 menit)

2 mL DNS

PST 1% 0,667 mL
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3. Total Fenol

Pengujian total fenol dilakukan dengan metode Ismail et al. (2012) untuk

mengetahui seberapa besar kandungan senyawa fenol di dalam ekstrak sampel.

Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan reagen Folin Ciocalteau yang dapat

mereduksi. Adanya senyawa fenol ditandai dengan perubahan warna larutan dari

hijau (warna reagen Folin Ciocalteau) menjadi warna biru akibat telah teroksidasi

dan mereduksi senyawa antioksidan. Tahapan analisis total fenol diawali dengan

menyiapkan sampel sebanyak 0,2 mL ditambah dengan 0,2 mL akuades dan 0,2

mL reagen folin ciocalteu, dan kemudian divortex selama 1 menit.  Setelah itu,

ditambah dengan 4 mL larutan natrium karbonat (Na2CO3)2 % dan divortex

kembali selama satu menit lalu didiamkan dalam ruang gelap pada suhu kamar

selama 30 menit. Setelah itu diukur absorbansi pada panjang gelombang 760 nm.

Diagram alir proses pengukuran total fenol dapat dilihat pada Gambar 12.

Hasilnya diplotkan terhadap kurva standar asam galat dengan menggunakan

persamaan regresi linier.  Hubungan antara konsentrasi asam galat dinyatakan

sebagai sumbu x dan besarnya absorbansi hasil reaksi asam galat dengan pereaksi

Folin-Ciocalteu dinyatakan sebagai sumbu y.  Pembuatan kurva standar fenol

dibuat dengan cara menimbang 1 mg bubuk asam galat kemudian dilarutkan ke

dalam 100 mL aquades. Lalu dibuat seri pengenceran larutan induk asam galat

0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%. Hasil yang diperoleh diplotkan pada kurva

standar yaitu :y = ax + c

Keterangan: y =  Absorbansi sampel; x = Konsentrasi ekuivalen asam galat;

a = Gradien; c = Intersef
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Gambar 12.  Diagram alir proses pengukuran total fenol (Ismail et al., 2012)

0,2 mL sampel

Pemasukan dalam tabung reaksi

0,2 mL aquades,
0,2 mL reagen folin ciocalteu

Vorteks, t 1 menit

Vorteks, t 1 menit

4 mL Na2CO3 2%

Penyimpanan dalam ruang gelap, t 30 menit

Pengukuran absorbansi, λ 760 nm



V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh kesimpulan sebagai berikut:

1. Ekstrak daun salam, daun pandan, daun jeruk dan kombinasinya memiliki

aktivitas penghambatan enzim α-glukosidase dan α-amilase yang tidak berbeda

nyata antar ekstrak.

2. Penghambatan terhadap enzim α-glukosidase oleh ekstrak daun salam, daun

pandan, daun jeruk dan kombinasinya berkisar 20,14%-35,30% dan α-amilase

berkisar 17,63%-26,04%.

3.  Penghambatan aktivitas enzim α-glukosidase dan α-amilase tidak tergantung

pada total fenol ekstrak daun salam, daun pandan, daun jeruk dan

kombinasinya.

B. Saran

Pelu dilakukan uji in vivo untuk mengevaluasi manfaat daun salam, daun pandan

dan daun jeruk sebagai antidiabetes.
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