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Abstract

Some traditional medicinal plants are known to heffieacy as a medicine for diabetes. Active conmutsu
produced by a plant can be derived from endopmtarobes that live in these plants. One way diabdtegs work
is to prevent digestion of complex carbohydratés glucose so that glucose intake is reduced. Atpiheosidase
inhibitor is a compound that can prevent the digesbf carbohydrates, especially starch into glecdsis study
aimed to test the inhibitory activity of alpha ghidase PR-3 isolate, an endophytic bacteria fidomordica
charantia. The results showed that the crude extract (sapent) from PR-3 has the capability of the enzylpéa
glucosidase inhibition that is equal to 61.2% coragawith positive control compound acarbose 1 nmgl./ The
results also showed that the use of maltose a®rasburce produce the highest an alpha glucosiidumigitor
(54,97%), followed by the starch (47.77%), glucd84&.97%), fructose (44.14%) and sucrose (27.7%).

Kata kunci: alpha glucosidase inhibitor, endophytes, diab@&fesnordica charantia

PENDAHULUAN diabetes tipe 2 atau sering diseman-insulin
Mikroba endofit yang hidup dalam tanamandependent diabetes (Bailey and Day, 2003). DM
dapat menghasilkan senyawa metabolit sekundedalah penyebab kematian tertinggi di antara
sama dengan yang dihasilkan inangnya akibgienyakit menahun lainnya. Penyakit diabetes
adanya pertukaran genetis dan hubungan evolusiellitus dapat menyebabkan komplikasi, seperti:
yang panjang (Tan and Zou, 2001; Radji, 2005)penyakit kardiovaskulargagal ginjal kebutaan
Eksplorasi mikroba endofit diharapkan dapatmpotensi dan _gangren DM tidak dapat
menghasilkan metabolit sekunder penting yanglisembuhkan, tetapi dapat dikontrol.
memiliki khasiat sama dengan metabolit yang Pengobatan DM pada prinsipnya adalah
dihasilkan tanaman inangnya. Beberapa tanamanenjaga agar kadar glukosa darah dapat
obat khas Indonesia seperti brotowali, sambilotodipertahankan pada kondisi normal (80-120
mahkota dewa, pare, dll telah diketahui secareng/dl). Berbagai pilihan obat antidiabetes baik
empiris memiliki khasiat sebagai obat diabetesmodern maupun tradisional telah dikenal di
Tanaman obat diabetes merupakan sumbenasyarakat. Di Indonesia, pengobatan DM secara
mikroba potensial penghasil inhibitor alphatradisional adalah dengan memanfaatkan berbagai
glukosidase. Dengan memperoleh isolat potensigénis tanaman obat yang memiliki kandungan
dari tanaman obat tersebut, akan dapdbahan aktif yang dapat menurunkan kadar gula
memproduksi senyawa inhibitor alpha glukosidasearah. Berbagai tanaman obat tersebut misalnya:
untuk obat diabetes secara mikrobiologis, dengaBrotowali, Sambiloto, Mengkudu, Delima,
jumlah yang lebih banyak, dan kualitas yangMahkota Dewa, dan Pare (Subroto, 2006, Klein.,
lebih baik. Diabetes melitus (DM) merupakan et. al., 2007, Bnouhan®t al., 2007, Subramanian
masalah utama kesehatan dunia, termasudt al, 2005, Yulinahet al, 2001). Salah satu cara
Indonesia. Menurut perkiraan, penderita diabetekerja obat antidiabetes adalah menghambat
di seluruh dunia pada tahun 2025 akan mencappencernaan karbohidrat komplek (amilum)
300 juta orang. Jumlah penderita DM di Indonesianenjadi glukosa. sehingga asupan glukosa dari
menempati peringkat ke 4 di dunia. Lebih dariusus ke dalam darah dapat dikurangi. Senyawa
95% penderita diabetes merupakan penderitaktif yang memiliki aktivitas seperti ini misalnya
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inhibitor alpha glukosidase. Senyawa inhibitor Penghambatan aktivitas alpha glukosidase
alpha glukosidase dapat dihasilkan oleh mikrobediuji menurut Xiancui et a (2005) yang
Sebagai contoh adalah acarbose, suatu inhibitaimodifikasi Anam et .al. (2009). Uji
alpha glukosidase yang dihasilkan olehpenghambatan enzim dilakukan berdasarkan pada
Actinoplanes sp., suatu mikroba yang diisolasi daripemecahan substrat untuk menghasilkan produk
daerah di Kenya. (McGown, 2006). Tujuan dariberwarna, yang diukur absorbansinya selama
penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitagperiode waktu tetentu. Enzim alpha-glukosidase
inhibitor alpha glukosidase dari bakteri PR-3 yangWaco) dilarutkan dalam 0,1 M buffer phospat pH

diisolasi dari tanaman pare. 7 dengan konsentrasi 0,75 unit/ml. Sebagai
substrat digunakam-Nitrophenyl-alpha-D-gluco

BAHAN DAN METODE pyranoside 20 mM yang dilarutkan dalam 0,1 M

Sampel tanaman dan isolasi bakteri endofit buffer phospat pH 7. Campuran reaksi terdiri dari

Sampel tanaman obat sebagai sumb(_ar isol@50 ul substrat, 49l 0,1 M buffer phospat pH 7
berupa akar, batang dan daun Pavenfordica dan 10 pl sampel. Setelah campuran reaksi
charantia), diperoleh dari kebun koleksi tanamandinkubasi pada 3T selama 5 menit, sebanyak
obat PT Jamu Nyonya Meneer Ungaran. Bagiapsol larutan enzim ditambahkan dan selanjutnya
tanaman yang akan diisolasi dicuci bersihgiinkubasi selam 15 menit pada suhd@7Reaksi
kemudian disterilisai permukaan dengan carginentikan dengan penambahan 5D larutan
merendam dalam larutan hipoklorit alkhohol 70%Ng2c03 200 mM. Natrium karbonat dan p-
selama 1 menit, natrium hipoklorit 1% 5 menit, nitrofenol yang dihasilkan diukur absorbansinya
alkhohol 70% 1 menit dan terakhir dibilas dengarbada panjang gelombang 410 nm. Sebagai

Potongan tanaman selanjutnya digerus secaf®ayer). Penghambatan aktivitas enzim alpha
aseptis dengan ditambahkan garam fisiologis 4 mf kosidase ditentukan dengan rumus:

Seratus mikroliter sampel diambil dengan

mikropipet dan disebar pada media YMA (yeast Inhibisi (%) = (Ac-(As-Ab)/Ac x 100%
extract 4 g/l, malt extract 10 g/l, dextrosa 4 g/,

agar 20 g/l, akuadest 1000 ml). Potongan akagjimana, Ac: absorbansi kontrol, Ab: absorbansi
batang dan daun secara langsung judgackground, As: absorbansi sampel
diinokulasikan pada ketiga media tersebut.

Inkubasi dilakukan selama satu minggu pada suhBengaruh sumber karbon terhadap produks
ruang. Koloni bakteri yang tumbuh dari jaringanjnnipitor alpha glukosidase

tanaman diisolasi dan dimurnikan lebih lanjut. Isolat PR-3 ditumbuhkan dalam 100 ml

Koleksi isolat disimpan di dalam lemari pendinginmedium produksi menurut Cheet. al. (2004)
sebelum diuji lebih lanjut. yang berisi 0,1%soluble starch, 0,5% pepton dan
_ 0,15 yeast ekstrak (pH 7) dalam erlenmeyer 250

Kultur pertumbuhan isolat ml. Sebagai perlakuan, komponen amilum diganti

Untuk  memproduksi inhibitor alpha gengan sumber karbon lain berupa glukosa,
glukosidase, isolat bakteri PR-3 ditumbuhkan padgkiosa, maltosa dan sukrosa. Sebanyak 1%
medium cair menurut Cheet. al. (2004) dengan starter diinokulasikan ke dalam media produksi
komposisi : 0,1% soluble starch, 0,5% pepton  gan diinkubasi pada suhu ruang dengan kecepatan
dan 0,15yeast ekstrak dengan pH 7. Kultur ggitasi 120 rpm selama 4 hari. Pada akhir
diinkubasi selama 5 hari dengan agitasi 120 rpfermentasi, kultur disentrifus dan supernatan yang
pada suhu ruang. Sel mikroba selanjutnygjiperoleh diuiji aktivitas anti alpha glukosidasenya
dipisahkan dengan cara sentrifugasi pada 4000

rom selama 20 menit dan supernatan yangjasi. DAN PEMBAHASAN
diperoleh diuji daya hambatnya terhadap aktivitas Pada penelitan ini digunakan sampel

enzim alpha glukosidase. tanaman obat sebagai sumber isolat berupa akar,
Uji inhibitor alpha glukosidase
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batang dan daun tanaman obat, Pdenfordica
charantia) yang diperoleh dari kebun koleksi
tanaman obat PT Jamu Nyonya Meneer Ungara
Kabupaten Semarang, Jawa Tengah. Bagig 32 — 4 45 -
tanaman yang akan diisolasi disterilisai permukaa 3.55 .
dengan cara merendam dalam larutan alkhohg

70% selama 1 menit, natrium hipoklorit 1% 5 I 0.6
menit, alkhohol 70% 1 menit dan terakhir dibilas -
dengan akuades sterii (Coombs and Franc Acarbose 1%MK-9 PR3 CP-4  TV-6
2003). Hal ini bertujuan untuk mengeliminasi - [t :
mikroba kontaminan yang terdapat pada samp&@mpar 1. Aklivitas penghambatan enzim alpha
tanaman. Setelah diinkubasi 3-5 hari akan glukosidase oleh beberapa isolat endofit.
dijumpai adanya koloni mikroba yang tumbuh dari

; . Dibandingkan Acarbose yang memiliki
sampel yang di tanam pada media agar . ISOI‘?]tambatan 8,50%, (Gambar 1) daya hambat
yang diperoleh dimurnikan lebih lanjut pada o

4 ) . ~supernantan PR-3 adalah tergolong tinggi
medium yang sama hingga diperoleh kultur murni. engingat yang diujkan adalah  hanya

Hasil pengujian menunjukkan bahwa sampe upernantan saja, bukan senyawa murni. Apabila
supernatan isolat PR-3 mampu membentuk berc ng diuji adalah senyawa murni, maka peluang

biru ungu setelah penggenangan dengan larut ya hambat kemungkinan besar bisa melebihi

lodin. Warna biru ini menunjukkan bahwa Ioa(.jlaAcarbose. Dengan demikian isolate PR-3 sangat

daerah tersebut terdapat amilum. Hal ini . Do :
menandakan bahwa pada daerah tersebut tidgl?rpOtenS' untuk dikaji lebih lanjut.

terdapat degradasi amilum oleh enzim yanqbengaruh sumber karbon terhadap produksi

ditambahkan. inhibitor alpha glukosidase

diuii Pﬂ?gﬁgiﬁb%&;ﬂncﬂ(ﬂgta; aI?ZhO%S%]Iukc;sr:dase Untuk mengetahui sumber karbon apakah

din{odifikasi Anam e al. (2009) ij? yang paling baik digunakan untuk memproduksi
. Lo j enyawa inhibitor alpha glukosidase, komponen

penghambatan enzim dilakukan berdasarkan pa nilum diganti dengan sumber karbon lain berupa

ng\gﬁgan zﬂbStr;L;]ur:tUI;bgoer%%?gﬂk:n s[?arl(;?# ukosa, fruktosa, maltosa dan sukrosa. Sebanyak
» yang y % starter diinokulasikan ke dalam media

Eneer:]Oudne'ukkgr?ktblghw;etgﬂgir.ak '::;gr (Spfne%w;‘g roduksi dan diinkubasi pada suhu ruang dengan
I P ecepatan agitasi 120 rpm selama 4 hari.

dari isolat PR-3 dari tanaman pare memiliki

10 _8.5

Aktivitas inhibisi (%)
o N B O

kemampuan penghambatan terhadap enzim alpk=

. ; S ; . 60.00 54.97
glukosidase tertinggi dibanding dengan isolal = o000 iy g 2777 |
lainnya yaitu sebesar 5,2%. disusul isolate CP-4 3z " - . . 7
MK-9 dan TY-6. Sebagai pembanding digunakan 2 ;5,0 o 27.70 |
senyawa inhibitor komersial Acarbose 1 mg/ml] ‘2 5500 |
Acarbose merupakan inhibitor alpha glukosidas{ = 10.00 I I I I {
yang telah dikomersialkan dengan nama dagar] =< o0.00
Glucobay, FRU MAL SUK GLU AMI

Sumber karbon

Gambar 2. Aktivitas inhibitor alpha glucosidasal@a
berbagai sumber karbon (FRU: fruktosa,
MAL: maltosa, SUK: sukrosa, GLU:
glukosa, AMIl:amilum).
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merupakan senyawa antara dalam biosintesis Characterization of alpha glukosidase
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