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ABSTRAK

Daun kirinyuh (Chromolaena odorata L.) merupakan tumbuhan yang dapat dimanfaatkan sebagai obat
tradisional,memiliki potensi sebagai antidiabetes salah satunya tumbuhan kirinyuh (Chromolaena odorata L.),
dimana kandungan senyawa pada tumbuhan tersebut terdiri flavonoid, tanin, saponin, dan terpenoid
senyawa- senyawa ini dapat menurunkan kadar glukosa dalam darah. Tujuan penelitian ini adalah menguji
ekstrak etanol daun kirinyuh (Chromolaena odorata L.) secara in vitro. Pada penelitian ini sampel diekstraksi
dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96% ekstrak etanol daun kirinyuh (Chromolaena
odorata L). Uji penghambatan enzim a-glukosidase dilakukan menurut metode salehi.  Penelitian uji aktivitas
penghambat enzim a-glukusidase ekstrak etanol daun kirinyuh (Chromolaena odorata L.) dibuat dalam empat
konsentrasi yaitu konsentrasi 25%, 50%, 100%, dan 200%. Hasil menunjukkan bahwa ekstraksi etanol memiliki
penghambatan aktivitas a-glukosidase paling tinggi dengan nilai ICs, sebesar 65,59.

Kata Kunci : Daun Kirinyuh, alfa glukosidase, Akarbosa

In Vitro Alpha-Glucosidase Enzyme Inhibition Test of Kirinyuh Leaf
Ethanol Extract (Chromolaena odorata L.)

ABSTRACT

Kirinyuh leaf (Chromolaena odorata L.) is a plant that can be used as traditional medicine, has potential as an
antidiabetic, one of which is kirinyuh plant (Chromolaena odorata L.), where the compound content in this
plant consists of flavonoids, tannins, saponins, and terpenoid compounds. This can lower glucose levels in the
blood. The purpose of this study was to test the ethanol extract of kirinyuh leaves (Chromolaena odorata L.) in
vitro. In this study, samples were extracted by maceration method using 96% ethanol solvent extract of
kirinyuh leaves (Chromolaena odorata L). The -glucosidase enzyme inhibition test was carried out according to
the Salehi method. Research to test the inhibitory activity of the enzyme a-glucusidase ethanol extract of
kirinyuh leaves (Chromolaena odorata L.) was made in four concentrations, namely concentrations of 25%,
50%, 100%, and 200%. The results showed that ethanol extraction had the highest inhibition of a-glucosidase
activity with an 1C5 value of 65.59.
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PENDAHULUAN

Diabetes melitus merupakan salah
satu penyakit kronis yang terjadi akibat
resistensi insulin sehingga kadar gula
darah meningkat (Boonstra et al., 2014).
Angka kejadian diabetes melitus di
seluruh dunia mengalami peningkatan.
Pada tahun 2014 diperkirakan terdapat
422 juta orang dewasa yang mengidap
diabetes melitus tipe 2. Angka kejadian
diabetes melitus meningkat baik di negara
maju  maupun negara berkembang.
Estimasi penderita diabetes mellitus di
Indonesia pada tahun 2000 adalah 8,4 juta
penduduk dan  diperkirakan  akan
meningkat pada tahun 2013 menjadi 21,3
juta Kondisi ini

jiwa. menempatkan

Indonesia menjadi negara keempat
dengan jumlah penderita diabetes melitus

terbanyak di dunia (Kemenkes RI, 2015).

Prevalensi kasus diabetes Melitus di
Sulawesi Tenggara pada tahun 2018
sebanyak 7357 dan tahun 2019 terdapat
3501.
merupakan salah satu penyakit dari 10

Penyakit diabetes melitus
penyakit tertinggi di Sulawesi Tenggara.
Diabetes Mellitus
berada pada urutan ke-8 setelah
hipertensi 37.036 kasus dan DM 3.501

kasus, dari seluruh penyakit degeneratif

Angka mordibitas

yang ada di Sulawesi Tenggara (BPS Prov.
Sulawesi Tenggara, 2019). Hiperglikiemia
postpransial merupakan strategi penting
dalam pencegahan DM tipe 2 (Li et al.,
2005) dilakukan
pendekatan terapiutik dengan menunda

sehingga dapat

absorbsi glukosa dengan cara

menghambat enzim hidrolisis karbohidrat,
seperti  alfa-glukosidase

pada organ

pencernaan.
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Kirinyuh merupakan salah satu

tanaman yang banyak terdapat
diindonesia, khusunya di  Sulawesi
Tenggara. Namun khasiatnya belum

banyak diketahui. Berdasarkan penelitian
& Oktaria, 2016), disebutkan
ekstrak etanol daun

(Fiana
bahwa kirinyuh
mengandung senyawa saponin, dimana
senyawa saponin bekerja dengan cara
menghambat enzim alfa-glukosidase
yaitu enzim yang berada dalam usus yang
berfungsi untuk mengubah karbohidrat
menjadi glukosa. Enzim alfa-glukosidase
inhibitor menghambat absorbsi glukosa
pada usus halus, sehingga berfungsi
sebagai antihiperglikemia. Saponin juga
berpengaruh terhadap susunan membran
sel sehingga dapat menghambat absorbsi
molekul dan menimbulkan gangguan pada
sistem transporter glukosa sehingga
terjadi hambatan untuk penyerapan

glukosa (Fiana & Oktaria, 2016).

Alfa glukosidase merupakan salah

satu agen antidiabetik yang bekerja
dengan cara menghambat enzim alfa-
glukosidase. Salah satu tumbuhan yang
mempunyai aktivitas sebagai antidiabetik
yaitu kirinyuh (Chromolaena Odorata L.)
karena mengandung flavonoid yang dapat
akibat

diabetes melitus dan telah diidentifikasi

memperbaiki beberapa dari

sebagai penghambat aldose reduktase

yang baik. Oleh karena itu, penulis tertarik
melakukan penelitian dengan judul Uji
aktivitas penghambatan enzim alfa-
glukosidase ekstrak etanol daun kirinyuh

(Chromolaena Odorata L.) secara in vitro.

METODE PENELITIAN
Bahan

Bahan digunakan pada

yang
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penelitian ini adalah tanaman dari daun

kirinyuh  (Chromolaena odorata L.),
akuades, etanol 96%, enzim alfa-
glukosidase  (Sigma), bovine serum

albumin (Merck), substrat p-nitrofenil-

alfa-D-glukopiranosida  (sigma), dapar

posfat pH 7 (sigma), akarbosa, dimetil

sulfoksida (DMSO) (Merck), natrium
karbnat (Merck).

Prosedur Kerja

1.Pengolahan Sampel

Daun kirinyuh disortasi basah yang

bertujuan untuk memisahkan kotoran
atau bahan bahan asing. Daun kirinyuh
dicuci bersih dengan air mengalir,
kemudian dilakukan pengeringan dengan
cara di sinar

angin-anginkan tanpa

matahari
yang
menjadi serbuk.

langsung, lalu daun kirinyuh

telah kering diblender hingga

2. Ekstraksi Sampel

Sampel kering vyang telah diketahui
beratnya vyaitu 300 gram, dilakukan
pengektrasian sampel dengan cara
maserasi didalam wadah kaca

menggunakan pelarut etanol 96% dengan
perbandingan sampel dan cairan penyari 1
: 3. Proses maserasi ini dilakukan selama
3x24 jam dengan sesekali pengadukan.

Kemudian diambil  filtratnya dan
ampasnya diremaserasi kembali dengan
cairan penyari yang baru sampai

pelarutnya menjadi bening dan disatukan,
ekstrak
evaporator dengan suhu 40°C.

lalu diuapkan dengan rotary
3. Pembuatan Larutan

a. Larutan Dapar Fosfat Ph 6,8

Larutan dapar fosfat Ph 6,8 dibuat dengan
mencampurkan 50,0 mL Kalium
dihidrogenfosfat 0,1 M dengan sedikit
demi sedikit (hingga kurang lebih 22,4 mL)
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natrium hidroksida 0,1 N, disertai
pengecekan menggunakan pH meter se-
tiap kali penambahan natrium hidroksida
0,1 N. Campuran tersebut kemudian
ditambahkan dengan air bebas CO2
secukupnya hingga 200,0 mL

b.Pembuatan larutan enzim

Larutan enzim dibuat dengan melarutkan
10,1 mg enzim a-glukosidase dengan
dapar fosfat (pH 6,8) yang mengandung
gliserol 50% hingga 10,0 mL. Pembuatan
larutan enzim dilakukan pada di dalam ice
89C. Sebelum

tersebut

box suhu -2 hingga -

digunakan, larutan enzim

diencerkan seperti yang tertera pada
Lampiran 1 hingga 0,15 U/mL (Sigma-
Aldrich, 1996)

dapar fosfat yang mengandung bovine

dengan menggunakan
serum albumin (BSA). Larutan induk enzim
disimpan dalam bentuk aliquot di dalam
freezer -20 °C agar tetap stabil selama
beberapa bulan. Sedangkan, larutan
enzim 0,15 U/mL disimpan di dalam
kulkas -2 sampai 8°C agar tetap stabil
selama beberapa minggu.

C. Pembuatan larutan akarbosa

Timbang 20 tablet akarbosa. Kemudian
digerus sampai halus, timbang setara 50
mg. Kemudian dilarutkan dengan DMSO,
kemudian dicukupkan dengan dapar
fosfat pH 6,8 kedalam labu tentukur 10
mL, lalu disaring. Konsentasi larutan
akarbosa yang dibuat yaitu 5000 pg/mL.
Kemudian dilakukan pengenceran larutan
akarbosa dengan dicukupkan dengan
dafar fosfat pH 6,8 hingga didapatkan
dosis yang diinginkan.

d. Larutan Sampel Ekstrak
100

dimetil

ditimbang sebanyak mg dan

dilarutkan dengan sulfoksida

kemudian dicukupkan volumenya hingga
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10,0 mL dengan dapar fosfat pH 6,8 ke

dalam labu ukur hingga
ekstrak  11,3%.

ekstrak 1% diencerkan sehingga diperoleh

diperoleh

konsentrasi Larutan

konsentrasi ekstraki 25, 50, 100, dan
200%.

e. Uji penghambatan enzim alfa-
glukosidase

Uji aktivitas penghambatan enzim a-
glukosidase dilakukan menurut metode
Salehi, et al., (2013). Pada penelitian ini
digunakan 20 pL a-glukosidase (0,5
unit/mL) dan 120 pL 0,1 M dapar fosfat
pH 6,8. Sebagai substrat digunakan p-
nitrophenyl-a-D glukopiranosida 5 mM
dalam dapar yang sama. Sebanyak 10 uL
ekstrak uji dalam berbagai konsentrasi
dilarutkan dalam DMSO, dicampur dengan
larutan enzim dalam sumuran
(microplates 96-well) dan diinkubasi pada
37 °C
ditambahkan 20 plL larutan substrat dan

selama 15 menit. Kemudian
diinkubasi lagi pada 37 °C selama 15
enzimatis dihentikan
80 ulL

natrium karbonat 0,2 M. Sistem reaksi

menit. Reaksi

dengan penambahan larutan
tanpa ekstrak digunakan sebagai kontrol
dan blanko, sedangkan sistem dengan
ekstrak digunakan sebagai uji sampel.
Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali.
Sampel diukur serapannya menggunakan
microplate reader pada panjang
gelombang 405 nm.

Analisis Data

Hasil penelitian dinyatakan dalam rata-
SEM. Signifikan data dianalisis
dengan (program spss) dengan post hoc

rata

LSD test. Data dianggap signifikan jika nilai
p kurang dari 0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Hasil Ekstraksi Daun Kirinyuh
(Choromolaena Odorata L.)
Hasil pembuatan ekstrak daun

kirinyuh yang diekstraksi menggunakan
metode maserasi menggunakan pelarut
96% dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Hasil pembuatan ekstrak etanol
daun kirinyuh (Choromolaena Odorata L.)

Simplisia Ekstrak Rendaman (%)
300¢g 34g 11,3 g
Uji aktivitas Inhibisi Enzim alfa-
glukosidase

Uji aktivitas penghambat enzim alfa-
glukosidase ekstrak daun kirinyuh dapat
dilihat pada tabel 2.

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini bertujuan untuk
membuat menghambat enzim dari ekstrak
daun kirinyuh (Chromolaena Odorata L.),
daun kirinyuh mengandung salah satu
senyawa fitokimia salah satunya vyaitu
senyawa saponin, dimana senyawa
saponin bekerja dengan cara menghambat
enzim alfa-glukosidase yaitu enzim yang
berada dalam usus yang berfungsi untuk
mengubah karbohidrat menjadi glukosa.
inhibitor

glukosa pada

Enzim alfa-glukosidase
menghambat absorbansi
sehingga menyebabkan

usus  halus,

hiperglikemia.

Simplisia yang digunakan adalah
daun kirinyuh atau dikenal dengan nama
daerah  yaitu daun  komba-komba
(Chromolaena Odorata L.) yang diperoleh
dari Kampung Desa Bungingkela
Kecamatan Bungku Selatan Kabupaten

Morowali Sulawesi Tengah, dengan tujuan
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untuk memastikan bahwa daun tersebut Daun yang digunakan adalah daun yang
adalah bagian dari tanaman kirinyuh. berwarna hijau muda dan masih segar.
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Tabel 2. Aktivitas Inhibisi Esktral Etanol Daun Kirinyuh Dan Akarbosa Terhadap Enzim alfa-
glukosidase

. Rata-Rata Absorbansi
Sampel Konsentrasi konsentrasi % Inhibisi ICso
sampel 1 2 3 wa/mi)
Sampel (PPM)
Ekstrak Etanol 25ppm 0.8715 0.655 0.658 0.64 25.301% 65,59

Daun Kirinyuh 50ppm 0.8715 0.411 0.421 0.468 50.277%

100ppm 0.8715 0.259 0.254 0.253 70.702%

200ppm 0.8715 0.038 0.046 0.043 95.142%

Akarbosa 25ppm 0.8715 0.446 0.445 0.443 48.977% 5,84

50ppm 0.8715 0.322 0.324 0.323 62.937%

100ppm 0.8715 0.264 0.266 0.265 69.593%

200ppm 0.8715 0.121 0.124 0.122 85.963%

% inhibisi
120,000
100,000 y=0,368x + 25,86.-

80,000
60,000
40,000
20,000
0,000

0 50 100 150 200 250

Gambar 1: Grafik Hubungan % Inhibisi alfa gluokosidase dengan log konsentrasi Ekstrak
Daun Kirinyuh.

% inhibisi

100,000
80,000
60,000
40,000
20,000

0,000
0 50 100 150 200 250

Gambar 2 : Grafik Hubungan % Inhibisi alfa gluokosidase dengan log konsentrasi
Akarbosa
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Alfa glukosidase merupakan salah
agen antidiabetik yang bekerja
dengan cara menghambat enzim alfa-

satu

glukosidase. Pengurangan
karbohidrat dari
merupakan sebuah pendekatan terapiutik
bagi postpandrial.
Polisakarida kompleks akan dihidrolisis

penyerapan
makanan oleh wusus

hiperglikemia

oleh enzim amilase menjadi dekstrin dan
dihidrolisis lebih lanjut menjadi glukosa
oleh enzim alpha glukosidase sebelum
darah
penyerpan epitalium. Amilase dan alpha

memasuki sirkulasi melalui

glukosidase inhibitor sintesis, seperti
misalnya akarbosa, telah banyak
digunakan untuk penanganan pasien

diabetes tipe Il namun obat ini juga
dilaporkan menyebabkan berbagai efek

samping (Feng et al., 2011).

Pengujian aktivitas enzim alfa-
terlebih  dahulu dilakukan
proses ekstraksi dengan cara maserasi.

glukodase

Proses maserasi merupakan proses atau
metode eksrtaksi yang cukup sederhana
tanpa sistem pemanasan atau dikenal
dengan ekstraksi dingin. Jadi pada proses
ini sampel dan pelarut tidak mengalami
sehingga dapat

proses pemanasan

digunakan pada senyawa yang tidak tahan

panas. Kekurangan dalam metode ini
waktu yang dibutuhkan cukup lama.
Proses maserasi pada daun kirinyuh

dilakukan dengan cara merendam 300
berbentuk
menggunakan pelarut etanol 96% selama

gram sampel serbuk

3 hari pada suhu kamar. Proses maserasi
pada daun kirinyuh dilakukan dengan cara
merendam 300 gram sampel berbentuk
serbuk menggunakan pelarut etanol 96%
3  hari suhu kamar.

selama pada
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Sebelumnya daun yang sudah kering dan
sudah dipotong-potong akan diblender
untuk menghasilkan serbuk. Pada proses
tumbuhan akan

perendaman, sampel

mengalami pemecahan dinding dan
membran sel akibat perbedaan tekanan
antara didalam dan diluar sel, sehingga
metabolit sekunder yang ada dalam
sitoplasma akan terlarut dalam pelarut

organik (Lenny, 2006).

Sebelumnya daun yang sudah kering
dan  sudah
diblender untuk menghasilkan serbuk.
Pada  proses
tumbuhan akan mengalami pemecahan
akibat
perbedaan tekanan antara didalam dan

dipotong-potong  akan

perendaman, sampel

dinding dan membran sel
diluar sel, sehingga metabolit sekunder
yang ada dalam sitoplasma akan terlarut
2006).

96%
karena mampu mengekstraksi senyawa

dalam pelarut organic (Lenny,

Dengan bantuan pelarut etanol

baik itu yang polar, semi polar, maupun
non polar, bersifat aman dan tidak toksik
serta harganya yang cukup ekonomis dan
(Trifani.,, 2012).
Maserasi dilakukan selama 3 hari tiap 1 x

mudah  didapatkan
24 jam pengadukan. Tujuannya untuk
emaksimalkan semua senyawa metabolit
sekunder dapat tertarik. Kemudian ekstrak
yang  diperoleh
dilakukan
menggunakan rotary vacum evaporatory
pada suhu 60°C adalah titik dididh dari
pelarut etanol (Prastianti et al., 2016).
Setelah  didaptkan  ekstrak
kemudian dihitung persen

dikumpulkan  dan

penguapan pelarut

kental
rendamen
simplisia pada ekstrak daun kirinyuh ini
persen rendemen yang didapatkan yaitu
11,3% .
proses

Akan menyebabkan terjadinya

enzimatik waktu lama dapat
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merubah kandungan kimia yang telah
terbentuk. Tujuan menghitung persen
agar berapa
ekstrak yang diperoleh dari simplisia.

rendamen mengetahui

Penelitian uji aktivitas penghambat
enzim alfa-glukosidase ekstrak etanol
daun kirinyuh (Chromolaena Odorata L.)
dibuat dalam empat konsentrasi yaitu
konsentrasi (25%), (50%), (100%), dan
(200%). Dilakukan empat variasi karena
untuk mengetahui penghambat enzim alfa
glukosidase ekstrak daun kirinyuh yang
stabil. Nilai standar akan muncul setelah
diukur pada
konsentrasi yang berbeda karena tidak

masing-masing  sampel
ada yang menghambat standar sehingga
nilai standar
tinggi,
kedalam tabung reaksi dan ditambahkan

pada setiap konsentrasi

setelah  substrat dimasukkan

larutan enzim kemudian di didiamkan

selama 15 menit, setelah 15 menit
diinkubasi diukur dengan menggunakan
metode spekrofotometer Elisa sehingga

menghasilkan nilai standar yang sama

pada semua konsentrasi. Kemudian
substrat dimasukkan kedalam tabung
reaksi ditambahkan larutan enzim,

kemudian ditambahkan ekstrak, hal ini
akan berkurang karena dalam pengujian

ditambahakan ekstrak karena sampel

akan menghambat enzim bekerja,

sedangkan untuk akarbosa substrat

dimasukkan kedalam tabung reaksi,
ditambahkan
ditambahkan akarbosa sedangkan sampel
tidak  ditambhkan

akarbosa

kemudian enzim,

pada  pengujian

karena apabila dimasukkan
ekstrak kedalam akarbosa maka tidak
terlihat perbandingan antara akarbosa
dan ekstrak. Hal ini diduga karena daun

kirinyuh  memiliki kandungan senyawa
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fitokimia yang dapat menghambat
aktivitas enzim a-glukosidase. Diantarnya
adalah senyawa saponin dan flavonoid
yang terbukti dapat mampu menghambat
aktivitas enzim a-glukosidase. Selain itu,
daun kirinyuh yang sudah banyak diteliti
dan menunjukkan memiliki aktivitas
antihiperglikemik yang baik. Jadi antara
akarbosa dan ekstrak keduanya dapat
menghambat enzim alfa-glukosidase.

Nilai inhibisi
penghambat a-glukosidase

persentase aktivitas
enzim
mengalami peningkatan seiring dengan
kenaikan konsentrasi sampel (Tabel 6).
tinggi
konsentrasi sampel, maka semakin banyak

Hal ini dikarenakan semakin
jumlah senyawa metabolit sekunder di
dalamnya. Pada penghambatan terbesar
terjadi pada konsentrasi 200 ppm dengan
inhibisi  85.963%,

penghambatan tebaik dari 4 konsentrasi

nilai persen tetapi
tersebut yaitu pada konsentrasi 25 ppm
dengan hasil persen inhibisi 25.301% hal
ini dikarenakan semakin kecil konsentrasi
sampel maka semakin tinggi nilai persen
inhibisi Ekstrak daun

kirinyuh konsentrasi

yang didapkan.

pada 25 ppm
memiliki  kemampuan
paling  tinggi
konsentrasi 200 ppm hal ini dikarenakan
yang adalah

glukosidase.

penghambatan
dibandingkan  dengan

terbaca enzim alfa-

inhibisi

konsentrasi yaitu 25 ppm, 50 ppm, 100

Penentuan persen
ppm, dan 200 ppm. Aktivitas penghambat
enzim-alfa-glukosidase (ICsg) ditentukan
dengan menggunakan persamaan regresi
linear dari kurva hubungan konsentrasi
persen terhadap persen inhibisi. Persen
inhibisi data tabel
penghambat enzim alfa-glukosidase yaitu

dari dan kurva
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65,59 ppm. Nilai ICsqdiperoleh dari data
persen inhibisi yang diperoleh sediaan
ekstrak dengan konsentrasi (ppm) sebagai
absis (X) dan nilai presentase inhibisi
(Y), ICso dari
perhitungan pada saat persen inhibisi
sebesar 50% dengan persamaan Y= Ax + b.

Hasil data diatas dapat diketahui
bahwa ekstrak daun kirinyuh memiliki

sebagai ordinat nilai

penghambat enzim laf-glukosidase yang

baik. Semakin kecil nilai ICso berarti
semakin tinggi aktivitas penghambat
enzim alfa-glukosodase dan  suatu

senyawa dikatakan sebagai penghambat
enzim alfa-glukosidase sangat kuat jika
dinilai dari ICsg kurang dari 50 ppm, sangat
kuat bernilai 50-100 ppm, sedang jika
bernilai 100-200 ppm, dan lemah jika
bernilai 150 — 200 ppm.
Tabel
konsentrasi

6 menunjukkan semakin
ekstrak yang
ditambahkan maka semakin besar pula

besar

aktivitas  penghambat enzim alfa-
glukosidase yangditunjukkan dapat dilihat
pada konsentrasi 200 ppm menunjukkan
aktivitas  penghambat enzim  alfa-
95,142%. Setelah
ICso 65,59

pengujian

glukosidase sebesar
dilakukan perhitungan nilai
ppm.Berdasarkan perlakuan

penghambat enzim alfa-
ekstrak

diketahui memiliki aktivitas penghambat

terhadap

glukosidase daun  kirinyuh

enzim alfa-glukosidase yang dimana
menurut (Sandhar et al.,, 2011) bahwa
ektrak daun kirinyih memiliki kandungan
alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, dan
steroid sehingga paktivitas penghambat
ICso
sebesar 65,59. Hal ini dikarenakan adanya

enzim bersifat kuat dengan nilai

kandungan senyawa aktif dari beberapa
golongan senyawa penghambat enzim
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alfa-glukosidase mengandung

yang
metabolit sekunder yang dapat berpotensi

sebagai penghambat  enzim alfa-
glukosidase (Marliana, 2007).
KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini

disimpulkan bahwa Konsentrasi Optimum
persentasi  inhibisa  terdapat pada
konsentrasi 50 ppm, 100 ppm dengan
daya inhibisi tertinggi pada konsentrasi
200 ppm dan Daun kirinyuh memiliki
penghambat enzim a-glucosidase yang
baik, karena nilai dari ICsg kurang dari 50-

100 ppm.
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