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ABSTRACT

Activity test of α-amylase and glucoamylase inhibitory of ethanol extract of of kirinyuh (Chromolaena odorata L.)
leaves. The aim of this study was to conduct the antidiabetic activity of the ethanol extract of kirinyuh leaves by in vitro
through α-amylase and glucoamylase inhibitory using DNS method by spectrophotometry. The results showed that the
ethanol extract kirinyuh leaves haveinhibitory activity against α-amylase and glucoamylase with IC50 values of 3730.15
± 28.91 ppm and 2510.78. ± 383.37 ppm. Based on the results, it can be concluded that the ethanolic extract of kirinyuh
leaves has potential to inhibit α-amylase and glucoamylase.
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PENDAHULUAN
Diabetes melitus adalah gangguan metabolik

yang ditandai dengan peningkatan kadar glukosa
dalam darah, sehingga insulin tidak dapat
diproduksi dengan baik. Hal ini dihubungkan
dengan keadaan abnormalitas metabolisme
karbohidrat, lemak, dan protein. Abnormalitas ini
mengakibatkan komplikasi kronis termasuk
neuropati kronis, mikrovaskuler, dan
makrovaskuler yang disebabkan oleh kelainan kerja
insulin, sekresi insulin atau keduanya, dari faktor
genetik dan faktor lingkungan [1]. Saat ini, diabetes
mellitus telah menjadi penyakit kronis yang cukup
mengkhawatirkan dan penderita pengidap penyakit
ini telah berkembang pesat. Indonesia pada tahun
2019 berada pada posisi ke-7 peringkat dunia
dengan 10,7 juta orang telah mengidap penyakit
diabetes [2]. Kemenkes RI [3] melaporkan bahwa
berdasarkan diagnosa dokter, peningkatan sebesar
2% terjadi pada individu umur 15 tahun dari tahun
2013 hingga 2018. Berbagai upaya telah dilakukan
dengan adanya berbagai agen antihiperglikemia
yang tersedia, tetapi penggunaan agen ini sebagai
pengobatan modern dapat menimbulkan efek

samping. Beragam efek samping yang ditimbulkan
ini menjadikan tanaman obat tradisional sebagai
alternatif obat diabetes.

Salah satu tumbuhan yang digunakan sebagai
obat tradisional untuk diabetes adalah daun
kirinyuh (Chromolaena odorata L.). Daun kirinyuh
merupakan gulma yang tumbuh tersebar di berbagai
daerah di Indonesia yang telah dimanfaatkan
sebagai obat tradisional, seperti luka, sakit maag,
diare, dan diabetes. Beberapa penelitian telah
dilakukan tentang potensi antidiabetes yang
terkandung dalam ekstrak daun kirinyuh. Salah
satunya yang dilakukan oleh Khoiri [4] mengenai
efek penyembuhan pada tikus putih (Rattus
novergicus) dari ekstrak etanol daun kirinyuh
terhadap luka diabetes yang diinduksi aloksan.
Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun kirinyuh berpengaruh signifikan
terhadap penyembuhan luka diabetes. Hal ini
disebabkan oleh daun kirinyuh memiliki beberapa
kandungan senyawa utama seperti tanin, fenol,
flavanoid, saponin, steroid, dan terpenoid [5].
Mekanisme flavonoid sebagai antidiabetes berperan
dalam pencegahan kerusakan serta memperbaiki sel
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β pankreas, menurunkan peroksidasi lipid dengan
memperlambat timbulnya nekrosis pada sel dan
peningkatan vaskularisasi, sehingga kerusakan sel
dapat dicegah dan regenerasi sel dapat ditingkatkan
[6].

Pengujian dengan ekstrak etanol daun
kirinyuh sebagai obat diabetes secara in vivo telah
dilakukan,tetapi belum diketahui mekanisme
kerjanya. Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut mengenai mekanisme
spesifik ekstrak etanol daun kirinyuh pada
penurunana kadar gula darah terutama melalui
aktivitas penghambatan terhadap enzim α-amilase
dan glukoamilase secara in vitro. Berdasarkan latar
belakang penelitian ini, maka dapat dirumuskan
permasalahan yaitu apakah ekstrak etanol daun
kirinyuh memiliki aktivitas antidiabetes yang diuji
secara in vitro, sehingga didapatkan tujuan dari
penelitian ini adalah untuk menguji aktivitas
antidiabetes ekstrak etanol daun kirinyuh secara in
vitro menggunakan metode penghambatan enzim α-
amilase dan glukoamilase. Sedangkan manfaat dari
penelitian ini adalah dapat diperoleh informasi
ilmiah tentang manfaat ekstrak etanol daun kirinyuh
sebagai antidiabetes dengan mekanisme inhibisi α-
amilase dan glukoamilase, sehingga pemanfaatan
ekstrak etanol daun kirinyuh untuk kesehatan dapat
lebih optimal.

METODOLOGI PENELITIAN
Alat dan bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian
ini antara lain, seperangkat alat gelas (Pyrex),
hotplate (Cimarec 2), rotari evaporator (Rotavapor
R-215 Buchii), dan spektrofotometer UV-Vis (Apel
PD-3000 UV). Bahan-bahan yang digunakan antara
lain, daun kirinyuh, etanol 95%, asam DNS, larutan
dapar fosfat pH 7.2, larutan pati 1%, larutan
pankreatin 1%, larutan glukoamilase 1%, dan
aquades.

Prosedur kerja
Ekstraksi Sampel Daun Kirinyuh

Ekstraksi daun kirinyuh dengan pelarut
etanol 95% 1 l menggunakan metode maserasi .
Daun kirinyuh dicuci terlebih dahulu dengan air
mengalir sampai bersih dan dipotong hingga
berukuran kecil. Hasil potongan daun kirinyuh

dihaluskan menjadi serbuk menggunakan blender
kemudian ditimbang kembali sebanyak 50 g,
sehingga diperoleh hasil simplisia. Hasil simplisia
tersebut kemudian dimasukkan ke dalam
erlenmeyer, ditambahkan pelarut etanol 95%
sebanyak 750 mL (maserat I), direndam, dan
didiamkan sambil distirer selama 5 hari terlindung
dari cahaya. Hasil maserasi disaring, maseratnya
diambil, sedangkan ampasnya dicuci kembali
dengan etanol 95% sebanyak 250 mL, kemudian
disaring dan didapatkan maseratnya (maserat II).
Maserat I dan II digabung hingga diperoleh 1 liter
untuk direndam, dan didiamkan sambil distirer
selama 2 hari terlindung dari cahaya. Maserat
dipekatkan menggunakan alat rotari evaporator
sampai sebagian besar menguap dan dilanjutkan
proses penguapan di atas penangas air hingga
diperoleh ekstrak kental daun kirinyuh.

Uji Aktivitas Penghambatan Enzim α-Amilase
dan Glukoamilase

Uji aktivitas penghambatan enzim α-
amilase dan glukoamilase dilakukan dengan
mengukur total gula pereduksi berdasarkan metode
asam dinitrosalisilat (DNS) dengan menggunakan
pati sebagai substrat.

Pengujian kontrol dilakukan dengan
menggunakan sebanyak 3000 μL campuran yang
terdiri dari 400 μL larutan dapar fosfat pH 7,2 dan
600 μL enzim amilase dari pankreatin 1% (b/v),
sedangkan untuk enzim glukoamilase diambil
sebanyak 600 μL larutan glukoamilase 1% (b/v),
diinkubasi pada 37 ºC selama 10 menit. Setelah
diinkubasi, ditambahkan 1000 μL larutan pati 1%
(b/v) sebagai substrat. Inkubasi campuran yang
telah ditambahkan 1000 μL substrat dilanjutkan
selama 15 menit. Kemudian ditambahkan 1000 μL
larutan asam dinitrosalisilat untuk menghentikan
reaksi. Campuran tersebut kemudian dipanaskan
selama 5 menit dan didinginkan dalam air es.
Selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 540 nm.

Pengujian inhibitor enzim α-amilase dan
glukoamilase dilakukan dengan menggunakan
sebanyak 3000 μL campuran yang terdiri dari 300
μL larutan dapar fosfat pH 7,2, 100 μL ekstrak
etanol daun kirinyuh, dan 600 μL enzim amilase
dari pankreatin 1% (b/v), sedangkan untuk enzim
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glukoamilase diambil 600 μL larutan glukoamilase
1% (b/v), diinkubasi pada 37 ºC selama 10 menit.
Setelah diinkubasi, ditambahkan 1000 μL larutan
pati 1% (b/v) sebagai substrat. Inkubasi campuran
ekstrak yang telah ditambahkan 1000 μL substrat
dilanjutkan selama 15 menit. Kemudian
ditambahkan 1000 μL larutan asam dinitrosalisilat
untuk menghentikan reaksi. Campuran tersebut
kemudian dipanaskan selama 5 menit dan
didinginkan dalam air es. Selanjutnya diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm.

Untuk uji penghambatan aktivitas enzim α-amilase
dan glukoamilase ekstrak etanol daun kirinyuh
dilakukan dengan menggunakan beberapa variasi
konsentrasi, yaitu 3000, 2500, 2000, 1500, dan
1000 ppm.

Perhitungan % penghambatan dilakukan
dengan cara menghitung persentase inhibisi α-
amilase. Hasil pengukuran absorbansi dari data
yang diperoleh dapat dihitung % inhibisi dengan
persamaan pada rumus 1 [7].

% Inhibisi = Absorbansi Kontrol - Absorbansi Sampel
Absorbansi Kontrol x 100 (1)

Menurut Sugiwati dkk., [8], perhitungan
IC50 menggunakan persamaan regresi linear,
konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan % inhibisi

sebagai sumbu y. Nilai IC50 dapat dihitung dari
persamaan y = bx + a, dengan menggunakan rumus
2.

IC50 = 50 - a
b (2)

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Ekstraksi Daun

Proses ekstraksi daun kirinyuh dengan
pelarut etanol 95% menggunakan metode maserasi
yang mana memiliki keuntungan dapat menarik zat
aktif yang tidak tahan terhadap panas, mudah
dilakukan dan menggunakan alat yang sederhana.
Pemilihan etanol sebagai pelarut karena tidak
beracun, jamur dan kapang sulit tumbuh dalam
etanol 20% dan konsentrasi yang lebih tinggi, serta
mampu menarik zat aktif, seperti flavonoid,
alkaloid, steroid, tanin, dan saponin [9].

Sampel yang digunakan sebanyak 50 g
serbuk simplisia kering dimaserasi dengan pelarut
etanol 95% sebanyak 750 mL (maserat I) sambil
distirer selama 5 hari dan terlindung dari cahaya,
kemudian ampas dari maserat I dicuci dengan
pelarut etanol 95% sebanyak 250 mL (maserat II).
Maserat II digabungkan dengan maserat I diperoleh
1 liter untuk direndam sambil distirer selama 2 hari
terlindung dari cahaya. Hasil maserat dipekatkan
sampai sebagian besar telah menguap dengan alat
rotari evaporator, kemudian dilanjutkan proses
penguapan di atas penangas air, sehingga diperoleh
residu sebanyak 5.82 g dengan rendamen 11.64%.
Ekstraksi sampel daun kirinyuh menghasilkan

ekstrak kental berwarna hijau kehitaman yang
berbau khas dan memiliki rasa pahit.

Pengujian Aktivitas Penghambatan Enzim α-
Amilase dan Glukoamilase

Uji aktivitas penghambatan enzim α-amilase
dan glukoamilase masing-masing menggunakan
variasi konsentrasi yang berbeda dari larutan
sampel ekstrak etanol daun kirinyuh yaitu 3000,
2500, 2000, 1500, dan 1000 ppm sedangkan larutan
kontrol menggunakan campuran larutan yang tidak
mengandung ekstrak etanol daun kirinyuh, begitu
juga terhadap enzim glukoamilase dengan variasi
konsentrasi 3000, 2500, 2000, 1500, dan 1000 ppm.
Setiap variasi konsentrasi dari larutan sampel dan
larutan kontrol dalam pengujian aktivitas
penghambatan α-amilase dan glukoamilase
dilakukan 3 kali replikasi. Hasil yang diperoleh dari
pengujian ini, yaitu nilai absorbansi yang digunakan
untuk menentukan nilai persentase (%)
penghambatan terhadap aktivitas enzim α-amilase
agar dapat digunakan untuk membuat persamaan
regresi linier untuk menghitung IC50.

Pengujian aktivitas penghambatan α-amilase
dan glukoamilase dilakukan menggunakan metode
penambahan reagen DNS (asam 3,5-dinitrosalisilat)
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yang mampu memecah pati menjadi gula sederhana,
seperti glukosa dan maltosa. Semakin banyak
maltosa yang dihasilkan dari pemecahan pati, maka
semakin banyak pati yang terhidrolisis menjadi
maltosa dan glukosa. DNS merupakan senyawa
aromatis yang dapat bereaksi dengan gula reduksi
membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat, yaitu
suatu senyawa yang mampu menyerap radiasi
gelombang elektromagnetik pada panjang
gelombang maksimum 540 nm [10]. Prinsip
pengujian metode DNS adalah untuk melihat reaksi
antara maltosa dan glukosa dengan DNS, sehingga
menghasilkan warna yang kompleks dengan larutan
uji dan menjadi indikator untuk menunjukkan
adanya gula pereduksi. Pengukuran aktivitas
penghambatan α-amilase dilakukan pada panjang
gelombang 540 nm menggunakan Spektrofotometri

UV-Vis (Apel PD-303S) dengan jumlah masing-
masing larutan sesuai pada Tabel 4 Lampiran 3.

Prinsip pengujian sampel menurut Afriyanti
[11] adalah semakin banyak ekstrak yang
digunakan, maka semakin sedikit pati terhidrolisis,
sehingga glukosa yang dihasilkan semakin sedikit
dengan kata lain nilai absorbansi larutan sampel
semakin menurun. Hal itu menunjukkan bahwa
ekstrak dapat menghambat aktivitas enzim α-
amilase dan glukoamilase. Aktivitas dari enzim α-
amilase dan glukoamilase yang telah dihambat oleh
ekstrak sampel tidak dapat bereaksi dengan substrat
pati, sehingga intensitas warna yang dihasilkan
akan semakin berkurang. Berdasarkan dari nilai
absorbansi yang telah diperoleh, nilai persentase (%)
penghambatan terhadap aktivitas enzim α-amilase
dan glukoamilase dari ekstrak etanol daun kirinyuh
dapat ditentukan yang ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Nilai persentase (%) penghambatan terhadap aktivitas enzim α-amilase dan glukoamilase
dari ekstrak etanol daun kirinyuh

Konsentrasi (ppm)
% Penghambatan Enzim

α - Amilase Glukoamilase
3000 42.80 ± 1.14 61.35 ± 8.66
2500 31.48 ± 1.37 48.69 ± 9.99
2000 24.72 ± 0.75 31.85 ± 11.29
1500 20.54 ± 1.32 24.40 ± 13.83
1000 14.98 ± 0.54 19.91 ± 18.92

Berdasarkan data pada Tabel 1
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun kirinyuh
mempunyai aktivitas penghambatan enzim α-
amilase dan glukoamilase. Nilai persentase
penghambatan terhadap aktivitas enzim α-amilase
dan glukoamilase dari ekstrak etanol daun kirinyuh
menunjukkan bahwa semakin besar konsentrasi
ekstrak, maka semakin besar aktivitas
penghambatan enzim α-amilase dan glukoamilase.
Persentase penghambatan terendah terdapat pada
sampel konsentrasi 1000 ppm untuk enzim α-
amilase dan glukoamilase berturut-turut, yaitu
14.98% ± 0.54 dan 19.91% ± 18.92, sedangkan
persentase penghambatan tertinggi terdapat pada
sampel 3000 ppm untuk masing-masing enzim,
yaitu 42.80% ± 1.14 dan 61.35% ± 8.66. Persentase
penghambatan dari kedua enzim juga menunjukkan
persentase tertinggi dimiliki oleh enzim

glukoamilase, yaitu sebesar 61.35% ± 8.66. Oleh
karena itu, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol
daun kirinyuh dengan konsentrasi 3000 ppm
memiliki kemampuan menghambat enzim α-
amilase dan glukoamilase yang paling baik
daripada konsentrasi lainnya. Hal ini sesuai dengan
prinsip dari aktivitas penghambatan aktivitas enzim,
yaitu semakin besar konsentrasi ekstrak maka
semakin besar nilai hambatan [12]. Hasil dari nilai
persentase penghambatan terhadap aktivitas enzim
α-amilase dan glukoamilase dari variasi konsentrasi
ekstrak etanol daun kirinyuh digunakan untuk
membuat persamaan regresi linier untuk
menghitung nilai IC50. Persamaan regresi linier
persentase penghambatan aktivitas enzim α-amilase
dan glukoamilase terhadap konsentrasi ekstrak
etanol daun kirinyuh disajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Grafik persamaan regresi linier persentase penghambatan aktivitas enzim α-amilase dan glukoamilase
terhadap konsentrasi ekstrak etanol daun kirinyuh

Berdasarkan grafik persamaan regresi linier
terdapat persamaan y = bx + a untuk menghitung
nilai IC50, sehingga hasil penelitian menunjukkan
bahwa nilai IC50 ekstrak etanol daun kirinyuh untuk
menghambat enzim α-amilase dan glukoamilase
berturut-turut, yaitu sebesar 3730.15 ± 28.91 ppm
dan 2510.78 ± 383.37 ppm. Hal ini bermakna
bahwa untuk menghambat 50% aktivitas enzim α-
amilase dan glukoamilase dibutuhkan ekstrak etanol
daun kirinyuh berturut-turut, yaitu sebanyak
3730.15 ± 28.91 ppm dan 2510.78 ± 383.37 ppm.
Hasil tersebut membuktikan bahwa ekstrak etanol
daun kirinyuh memiliki aktivitas penghambatan
enzim α-amilase dan glukoamilase. Hasil dari nilai
IC50 kedua enzim juga menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun kirinyuh mampu menghambat aktivitas
enzim lebih baik pada enzim glukoamilase daripada
enzim α-amilase yang dilihat dari nilai IC50 yang
lebih kecil daripada enzim α-amilase. Hal itu karena
semakin kecil nilai IC50 menunjukkan aktivitas
penghambatan semakin tinggi dan baik [13].

Beberapa penelitian juga dengan nilai IC50

yang bervariasi telah dilakukan untuk mengetahui
aktivitas enzim α-amilase dari beberapa ekstrak
tanaman yang memiliki kemampuan untuk
menurunkan kadar gula darah. Pambudi dkk., [14]
dalam penelitiannya menggunakan ekstrak etanol
daun adas (Foeniculum vulgare Mill.) untuk
melihat penghambatan enzim α-amilase dengan
nilai IC50, yaitu 1432 ppm. Penelitian dari Tahapary

[15] menggunakan ekstrak kulit batang gayam
(Inocarpus edulis) memiliki nilai IC50, yaitu
75.3344 ppm. Penelitian lainnya oleh Mugiyanto
dkk., [16] juga melaporkan ekstrak etanol daun
sirsak (Annona muricata Linn.) memiliki nilai IC50

sebesar 73.54 ppm. Hasil penelitian dari beberapa
sumber ini menunjukkan bahwa Nilai IC50 dari
ekstrak etanol daun kirinyuh terhadap aktivitas
enzim α-amilase yang didapatkan lebih tinggi jika
dibandingkan dengan nilai IC50 dari ekstrak etanol
daun adas, daun sirsak, dan ekstrak air kulit batang
gayam, kemudian hasil yang sama didapatkan pada
kemampuan ekstrak etanol daun kirinyuh dalam
menghambat aktivitas enzim glukoamilase yang
memiliki nilai IC50 lebih tinggi dari ekstrak etanol
daun adas, daun sirsak, dan ekstrak air kulit batang
gayam.

Berdasarkan hasil tersebut, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun kirinyuh
memiliki kemampuan dalam menghambat aktivitas
enzim α-amilase dan glukoamilase, sehingga dapat
berfungsi sebagai penurun kadar gula dalam darah.
Hal ini diduga terjadi karena adanya senyawa-
senyawa aktif yang terdapat dalam kandungan
ekstrak etanol daun kirinyuh yang bersifat sinergis
dalam menghambat enzim α-amilase dan
glukoamilase. Hasil skrining fitokimia dalam
penelitian Fadia dkk., [17] menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun kirinyuh memiliki kandungan
metabolit sekunder, antara lain saponin, flavonoid,
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tanin, alkaloid, fenolik, triterpenoid dan steroid.
Senyawa aktif yang diduga berperan dalam
penghambatan aktivitas enzim α-amilase dan
glukoamilase adalah adanya kehadiran senyawa
yang bersifat antioksidan, seperti flavonoid yang
dilaporkan menurunkan kadar glukosa darah
dengan kemampuannya sebagai antioksidan yang
melindungi kerusakan sel β sebagai penghasil
insulin dan dapat meningkatkan sensitivitas insulin
[18]. Hal ini didukung dengan ekstrak daun
kirinyuh yang juga diketahui dapat menurunkan
kadar glukosa darah ketika diberikan pada tikus.
Flavonoid juga telah dibuktikan dapat berperan
sebagai inhibitor α-amilase dan α-glukosidase [19].

KESIMPULAN
Ekstrak etanol daun kirinyuh memiliki

aktivitas antidiabetes secara in vitro menggunakan
metode penghambatan enzim α-amilase dan
glukoamilase dengan nilai IC50 masing-masing,
yaitu sebesar 3730,15 ± 28,91 ppm dan 2510,78 ±
383,37 ppm.
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