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Abstract

Alpha-glucosidase inhibitors are compounds that can prevent the digestion of complex carbohydrates into
glucose, so potentially used as a diabetes drug. This study aimsto examine the production and extraction of a pha-
glucosidase inhibitor compound from Isolate Aktinomiset JP-3 from the sea. The supernatant obtained from the
culture of the JP-3 isolate was extracted using various solvents to obtain the active compound. The solvents used
were chloroform, methanol, and ethyl acetate. An assay of inhibitor activity of the a-glucosidase using p-
nitrophenyl a-D-glucopyranoside substrate. The activity of the enzyme is measured based on the absorbance of
p-nitrophenol produced from the breaking reaction of the substrate. The results showed that extraction of alpha-
glucosidase inhibitor compound with ethyl acetate yielded extract with highest inhibitor activity.
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Abstrak

Inhibitor alfa glukosidase merupakan senyawa yang dapat mencegah digesti karbohidrat kompleks menjadi
glukosa, sehingga berpotensi digunakan sebagai obat diabetes. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji produksi
dan ekstraksi senyawainhibitor alfaglukosidase dari solat Aktinomiset JP-3 asal laut. Supernatan yang diperoleh
dari kultur isolat JP-3 diekstraksi dengan menggunakan berbagai pelarut untuk mendapatkan senyawa aktif.
Pelarut yang dicoba digunakan adalah: kloroform, metanol, dan etil asetat. Pengujian aktivitas inhbitor enzim a-
glukosidase menggunakan substrat p-nitrophenyl a-D-glucopyranoside. Aktivitas enzim diukur berdasarkan
absorbans p-nitrophenol yang dihasilkan dari reaksi pemecahan substrat tersebut. Hasil pengujian menunjukkan
bahwa ekstraksi senyawa inhibitor alfa glukosidase dengan etil asetat menghasilkan ekstrak dengan aktivitas

inhibitor tertinggi.

Kata kunci: inhibitor alfa glukosidase, aktinomiset, diabetes, ekstraksi, fraksinasi

PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) adaah penyebab
kematian tertinggi di antara penyakit menahun
lainnya. Menurut perkiraan, penderita diabetes
di sduruh dunia pada tahun 2025 akan
mencapai 300 juta orang. Jumlah penderitaDM
di Indonesiamenempati peringkat ke4 di dunia.
Lebih dari 95% penderita diabetes merupakan
penderita diabetes tipe 2 atau sering disebut
non-insulin dependent diabetes (Bailey and
Day, 2003). Pengobatan DM pada prinsipnya
adalah menjaga agar kadar glukosa darah dapat
dipertahankan pada kondisi normal (80-120
mg/dl).

Berbagai pilihan obat antidiabetes baik
modern maupun tradisional telah dikena di
masyarakat. Salah satu cara kerja obat
antidiabetes adalah menghambat pencernaan
karbohidrat komplek (amilum) menjadi
glukosa. sehingga asupan glukosa dari usus ke
dalam darah dapat dikurangi. Senyawa aktif
yang memiliki aktivitas seperti ini misalnya
inhibitor alfa glukosidase. Senyawa inhibitor

alfaglukosidase dapat dihasilkan oleh mikroba.
Sebagai contoh adalah acarbose, suatu inhibitor
afa dlukosidase yang dihasilkan oleh
Actinoplanes sp., suatu mikroba yang diisolas
dari daerah di Kenya. (McGown, 2006).
Pengobatan DM secara tradisional biasanya
dengan memanfaatkan berbagal jenis tanaman
obat yang memiliki kandungan bahan aktif
yang dapat menurunkan kadar gula darah.
Berbagal tanaman obat tersebut misanya
Brotowali, Sambiloto, Mengkudu, Delima,
Mahkota Dewa, dan Pare (Subroto, 2006,
Klein., et. al., 2007, Bnouham, et al., 2007)
Indonesia memiliki sumber daya alam
lautan yang sangat luas. Di dalam lautan
terdapat sumberdaya alam hayati termasuk
mikroorganisme yang melimpah. Pencarian
bahan obat yang berasal dari laut banyak
dilakukan oleh parapendliti. Lautan merupakan
sumber mikroba potensia penghasil berbagai
senyawa bioaktif termasuk senyawa inhibitor
afaglukosidase. Salah satu kelompok mikroba
penting adalah aktinomiset. Kajian aktinomiset
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laut sebagai sumber obat diabetes masih sangat
langka. Aktinomisetes telah lama diketahui
sebagai sumber berbagai senyawa bioaktif yang
telah banyak dimanfaatkan dalam berbagai
bidang seperti kesehatan. Dengan memperoleh
isolat potensid dari lautan khususnya
aktinomiset, kita akan dapat memproduksi
senyawa inhibitor alfa glukosidase untuk obat
diabetes secara mikrobiologis, dengan jumlah
yang lebih banyak, dan kualitas yang lebih
baik.

Bahan Dan Metode
Persiapan Kultur dan M edia Fermentasi.
Isolat JP-3 ditumbuhkan pada media
Y SA selama 7 hari selanjutnya diinokulasikan
ke dalam medium cair berisi 0.1% soluble
starch, 0.5% pepton, dan 0.1% yeast extract
(pH 7). Kultur diinkubasi selama 2 hari dengan
kecepatan agitasi 120 putaran per menit pada
temperatur ruang. Kultur ini selanjutnya
digunakan sebagai starter.

Kurva Produks senyawa inhibitor

Kurva produksi digunakan untuk
mengetahui waktu optimum produksi enzim
yang digunakan untuk memproduksi inhibitor
afa glukosidase dalam jumlah besar. Isolat
terpilih ditumbuhkan dalam medium produksi
yang berisi 0.1% soluble starch, 0.5% pepton,
dan 0.1% yeast extract (pH 7). Sebanyak 1%
starter diinokulasikan ke dalam media produksi
dan diinkubass pada suhu ruang dengan
kecepatan agitas 150 rpm dengan rotary
shaker. Setiap 24 jam dilakukan pengambilan
kultur sebanyak 2 ml dan disentrifus 4000 rpm
selama 10 menit pada suhu 4°C. Supernatan
yang diperoleh diuji aktivitas
penghambatannya terhadap enzim afa
glukosidase. Percobaan diakhiri jika produksi
inhibitor afa glukosidase telah mengalami
penurunan.

Produks Senyawa Inhibitor

Produksi inhibitor o-glukosidase
dilakukan dengan menginokulasikan sebanyak
1% kultur aktinomiset umur 2 hari ke dalam
100 mili liter media produksi, dan dilakukan
inkubasi sedlama 6 hari dengan agitasi.
Pemanenan kultur dilakukan dengan menyaring
kultur untuk memisahkan supernatan dan
biomassa.
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Ekstraks Senyawa Inhibitor.

Supernatan yang diperoleh dari kultur
isolat JP-3 diekstraksi dengan menggunakan
berbagai pelarut untuk mendapatkan senyawa
aktif. Pelarut yang dicoba digunakan adalah:
kloroform, metanol, dan etil asetat. Ekstraksi
dilakukan dengan cara menambahkan pelarut
ke dalam supernatan dengan perbandingan 1:1,
selanjutnya dihomogenkan dengan
menggunakan magnetic stirer selama 2 jam dan
dibiarkan selama 2 jam hingga membentuk
fraks air dan fraksi pelarut. Fraks pelarut
kemudian dipisahkan dan dilakukan pemekatan
dengan rotary evaporator hingga diperoleh
fraks pekat. Fraksi pekat yang diperoleh
kemudian dikeringkan, dihitung bobotnya dan
sigp digunakan untuk tahap selanjutnya.

Pengujian Inhibitor a-Glukosidase
Ekstrak.

Aktivitas inhibitor a-glukosidase diuji
menurut Moon et al. (2011) dengan modifikasi.
Uji penghambatan  enzim  dilakukan
berdasarkan pada pemecahan substrat untuk
menghasilkan produk berwarna, yang diukur
absorbansinya selama periode waktu tetentu.
Enzim a-glukosidase (Sigma) dilarutkan dalam
0.1 M buffer fosfat pH 7 dengan konsentrasi 0.2
unit/ml. Sebagai substrat digunakan p-
Nitrophenyl a-D-glucopyranoside (Sigma) 2.5
mM yang dilarutkan dalam 0.1 M buffer fosfat
pH 7. Campuran reaks terdiri dari 50 pul
substrat, 50 pl 0.1 M buffer fosfat pH 7 dan 50
ul sampel. Setelah campuran reaksi diinkubas
pada suhu 37 °C selama 5 menit, sebanyak 50
ul larutan enzim ditambahkan dan selanjutnya
diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37 °C.
Reaks dihentikan dengan penambahan 800 pl
larutan Na,CO3 200 mM. Senyawa p-nitrofenol
yang dihasilkan dari reaks ini diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 405
nm. Sebagai pembanding digunakan larutan
acarbose.

Hasi| Dan Pembahasan

Produksi senyawa inhibitor adfa
glukosidase dilakukan selama 7 hari inkubasi.
Pengamatan produksi senyawa inhibitor
dilakukan setiap hari, sehingga dapat diketahui
kurva produks senyawa inhibitor afa
glukosidase. Kurva produksi digunakan untuk
mengetahui waktu optimum produksi enzim
yang digunakan untuk memproduksi inhibitor
alfa glukosidase dalam jumlah besar. Isolat JP-
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3 ditumbuhkan dalam medium produksi
menurut Chen et. al. (2004) yang mengandung
1% soluble starch, 0,5% pepton dan 0,1% yeast
ekstrak (pH 7). Sebanyak 1% starter
diinokulasikan ke dalam media produksi dan
diinkubasi pada suhu ruang dengan kecepatan
agitas 120 rpm dengan rotary shaker. Setiap 24
jam dilakukan pengambilan kultur sebanyak 2
ml dan disentrifus 4000 rpm selama 15 menit.
Supernatan yang diperoleh diuji aktivitas
penghambatannya terhadap enzim adfa
glukosidase.
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Gambar 1. Produksi senyawa inhibitor pada
beberapa hari inkubasi.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa
senyawa inhibitor alfa glukosidase diproduksi
mulai hari pertama inkubasi dan mencapai
puncaknya pada hari ke 6. Pada hari ke-7
percobaan diakhiri karena produksi inhibitor
afa glukosidase telah menunjukkan gegaa
penurunan.( Gambar 1).

Ekstraks senyawa inhibitor

Untuk dapat mengisolas senyawa
inhibitor alfa glukosidase diperlukan pelarut
yang dapat digunakan untuk mengekstrak
senyawa inhibitor dari medium produksi.

ISSN: 1410-8801

Beberapa pelarut yang dapat digunakan untuk
ekstraksi senyawa inhibitor afa glukosidase
diantaranya: etil asetat, etanol, (Sunil, et al.
2009; Kim et a. 2004). Pada penditian ini
dicoba 3 jenis pelarut untuk mengekstrak
senyawainhibitor alfa glukosidase dari medium
cair, yaitu: kloroform, etil asetat, dan metanol.
Ekstraksi Senyawa Inhibitor a-Glukosidase

Pelarut terbaik yang digunakan untuk
ekstraksi senyawa inhibitor dari kultur JP-3
diperoleh dengan cara melakukan percobaan
pendahuluan dengan menggunakan berbagai
macam pelarut yaitu; kloroform, etil asetat, dan
methanol. Hasil percobaan menunjukkan
penggunaan etil asetat memberikan hasil
terbaik diantara pelarut lainnya dengan
rendemen ekstrak 0.03%, diikuti dengan pelarut
dan kloroform . Etil asetat  sdlanjutnya
digunakan untuk keperluan ekstraksi senyawa
inhibitor a-glukosidase dari kultur aktinomiset
JP-3.

Uji  Aktivitas Inhibitor Hasdl
Ekstraks dengan Berbagai Pelarut.

Ekstrak kultur JP-3 selanjutnya diuji
aktivitas penghambatannya terhadap enzim o-
glukosidase. Pada pengujian ini enzim a-
glukosidase  menghidrolisis  substrat  p-
nitrophenyl o-D-glucopyranoside menjadi p-
nitrophenol yang berwarnakuning dan glukosa.
Aktivitas enzim diukur berdasarkan absorbans
p-nitrophenol yang berwarna kuning. Dengan
adanya ekstrak kultur JP-3 yang berperan
sebagai inhibitor a-glukosidase maka p-
nitrophenol yang dihasilkan akan berkurang
yang ditandai oleh berkurangnya intensitas
warna kuning.

Hasil pengujian menggunakan
beberapa jenis pelarut untuk mengekstraksi
senyawa inhibitor afaglukosidase dari kultur
cair disgjikan pada Tabel 1, 2, dan 3.
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Tabd 1. Aktivitasinhibitor alfa glukosidase menggunakan pelarut kloroform

Konsentras (ppm) ulangan S1 SO S1-S0  Inhibisi(%)
1 2

1000 0,74 0,79 0,77 0,03 0,73 51,36

500 0,79 0,79 0,79 0,02 0,77 48,97

250 0,88 0,85 0,87 0,01 0,86 43,26

125 0,95 0,91 0,93 0,01 0,92 38,82

62,5 1,02 1,17 1,10 0,00 1,09 27,47

Tabdl 2. Aktivitasinhibitor alfa glukosidase menggunakan pelarut etil asetat

Konsentrasi (ppm) ulangan S1 SO S1-S0  Inhibisi(%)
1 2
1000 0,38 0,36 0,37 0,04 0,33 78,07
500 0,42 0,45 0,43 0,02 0,41 72,66
250 0,51 0,53 0,52 0,01 0,51 66,19
125 0,67 0,60 0,63 0,01 0,63 58,33
62,5 0,77 0,74 0,76 0,00 0,75 50,17

Tabel 3. Aktivitasinhibitor alfa glukosidase menggunakan pelarut methanol

Konsentras (ppm) ulangan S1 SO S1-S0  Inhibisi(%)
1 2

1000 0,49 0,50 0,50 0,05 0,44 70,60

500 0,51 0,55 0,53 0,03 0,50 67,02

250 0,63 0,63 0,63 0,01 0,62 58,99

125 0,76 0,73 0,74 0,01 0,73 51,29

62,5 0,95 0,92 0,94 0,00 0,93 37,99

Perbandingan keefektifan keempat jenis pelarut yang digunakan untuk mengekstraksi senyawa
inhibitor alfa glukosidase dapat dilihat pada Gambar 2 berikut.
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Gambar 2. Perbandingan aktivitas inhibitor alfa glukosidase yang diisolas menggunakan berbagai pelarut (Klo-

kloroform, EA-etil asetat, M-metanol).

Hasil pengujian tersebut dapat dilihat
aktivitas inhibitor kultur JP-3 yang diekstrak
dengan berbagai macam pelarut. Ekstrak etil
asetat memberikan aktivitas penghambatan
paling tinggi dibandingkan dengan ekstrak
lainnya. Pada konsentrasi 1000 pg/ml ekstrak
etil asetat memberikan penghambatan sebesar
78,07%, diikuti ekstrak metanol, dan kloroform
dengan nilai penghambatan sebesar 70.60%,
51.36%. Semakin rendah konsentrasi ekstrak
menghasilkan penghambatan yang semakin
rendah pula terhadap aktivitas enzim a-
glukosidase. Berdasarkan hasil uji pendahuluan
bahwa penggunaan etil asetat menghasilkan
rendemen ekstrak dengan aktivitas inhibitor o-
glukosidasetertinggi dibanding pelarut lainnya,
serta senyawa etil asetat diketahui tidak bersifat
toksik, maka untuk keperluan ekstraksi
selanjutnya dipilih senyawa etil asetat.

Penggunaan etil asetat untuk
mengekstrak senyawa bioaktif khususnya
senyawa inhibitor a-glukosidase telah
dilakukan oleh beberapa peneliti sebelumnya.
Xu et al. (2005) melakukan ekstraksi tanaman
Glycyrrhiza uralensis dengan beberapa jenis
pelarut. Hasil pengujian ekstrak menunjukkan
bahwa ekstrak etil asetat dari tanaman tersebut
menghasilkan ~ hambatan  terhadap  o-
glukosidase tertinggi sebesar 83.2% dibanding
dengan ekstrak dari pelarut yang lain. Wu et al.
(2009) juga melaporkan telah mengekstrak
tanaman Crossostephium chinense dengan etil
asetat untuk mendapatkan senyawa inhibitor a-
glukosidase. Hasl fraksinas dari ekstrak etil
asetat tersebut akhirnya diperoleh senyawa
scopol etin, tanacetin, hispidulin, quercetagetin,

celagin  yang  menunjukkan  aktivitas
penghambatan yang kuat terhadap enzim a-
glukosidase secarain vitro.

Kesimpulan

Isolat aktinomiset JP-3 merupakan isolat
potensial  untuk dikembangkan sebagai
penghasil inhibitor a-glukosidase karena
memiliki kemampuan inhibisi yang tinggi
terhadap enzim a-glukosidase. Senyawa
inhibitor a-glukosidase yang dihasilkan isolat
ini dapat diproduksi menggunakan medium cair
dan memiliki kemampuan penghambatan
terhadap enzim alfa glukosidase tertinggi pada
hari ke 6 setelah inkubasi. Senyawa inhibitor
alfa glukosidase isolat ini dapat diekstrak
menggunakan pelarut etil  asetat. Hasgl
pengujian menunjukkan bahwa ekstraks
senyawa inhibitor afa glukosidase dengan etil
asetat menghasilkan ekstrak dengan aktivitas
inhibitor  tertinggi. Ekstrak etil  asetat
memberikan aktivitas penghambatan paling
tinggi dibandingkan dengan ekstrak lainnya.
Pada konsentrasi 1000 pg/ml ekstrak etil asetat
memberikan penghambatan sebesar 78,07%,
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