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Aktivitas Inhibitor Α-Glukosidase Metabolit Kapang Endofit Yang Diisolasi Dari Rimpang

Kunyit (Curcuma longa L.)

Abstrak

Rimpang kunyit (Curcuma longa) merupakan salah satu tanaman yang dapat

menginhibisi α-glukosidase. Produksi obat herbal memiliki kendala dalam menjaga

tingkat produksi metabolit sekunder. Produksi metabolit sekunder menjadi peluang

besar bagi mikroba endofit. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi kapang endofit

dari rimpang kunyit dan mengetahui aktivitas metabolitnya sebagai inhibitor α-

glukosidase. Isolasi rimpang kunyit dilakukan dengan metode tanam langsung (direct

plant) yang diletakkan di atas media PDA. Diperoleh empat isolat kapang endofit dan

setiap isolat dikultivasi dengan medium PDY. Supernatan yang diperoleh diekstraksi

dengan etil asetat dan butanol. Ekstrak metabolit yang diperoleh digunakan untuk uji

inhibitor α-glukosidase. Hasil reaksi enzimatis berupa p-nitrofenol diukur dengan

microplate reader pada panjang gelombang 415 nm. Empat kapang endofit yang

diisolasi dari rimpang kunyit menghasilkan metabolit yang dapat menginhibisi α-

glukosidase. Aktivitas tertinggi ditunjukkan oleh ekstrak butanol metabolit IRK3D yaitu

51,99%.

Kata kunci: kapang endofit, rimpang kunyit, inhibitor α-glukosidase, microplate reader,

akarbosa
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Pendahuluan

Diabetes melitus adalah peningkatan glukosa darah dengan tidak ada atau kurang

memadainya sekresi insulin serta dengan atau tanpa gangguan efek insulin. Diabetes

melitus tipe 2 ditandai oleh resistensi jaringan terhadap efek insulin dikombinasikan

dengan defisiensi relatif sekresi insulin1. Salah satu antidiabetik oral untuk diabetes

melitus tipe 2 adalah inhibitor α-glukosidase. Inhibitor α-glukosidase adalah obat yang

menurunkan absorpsi pati, dekstrin, dan disakarida dengan cara menginhibisi kerja α-

glukosidase2. Obat yang termasuk golongan inhibitor α-glukosidase adalah akarbosa,

namun memiliki efek samping seperti flatus, diare dan nyeri abdomen1. Oleh karena itu
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diperlukan alternatif pengobatan di antaranya dengan memanfaatkan tanaman obat3.

Mikroba endofit umumnya berupa bakteri dan kapang4.

Salah satu tanaman obat yang dapat menginhibisi α-glukosidase adalah rimpang5.

Produksi metabolit sekunder menjadi peluang besar bagi mikroba endofit yang diisolasi

dari tanaman inangnya. Mikroba endofit adalah mikroba yang hidup di dalam jaringan

tanaman pada periode tertentu dan mampu hidup dengan membentuk koloni dalam

jaringan tanaman tanpa membahayakan inangnya3. Salah satu sumber bahan baku

obat yang telah diisolasi mikroba endofitnya adalah kunyit6. Lumenta et al. (2014) telah

meneliti adanya kapang endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit7. Penelitian lain yang

telah dilakukan pada ekstrak rimpang kunyit adalah aktivitasnya dalam menghambat

enzim α-glukosidase dan menunjukkan IC50 yaitu 28,4 μg/ml5. Berdasarkan penelitian

tersebut perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui aktivitas inhibitor α-

glukosidase metabolit kapang endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit.

Metode

A. Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah Etanol 70% (Merck), natrium

hipoklorit (NaOCl 5,25%), akuades, n-heksan, etil asetat, n-butanol, enzim α-

glukosidase yang berasal dari Saccharomyces cerevisiae rekombinan (Sigma-Aldrich

G5003), p-nitrofenil-α-D-glukopiranosida (Sigma-Aldrich N1377), Bovine Serum

Albumin, KH2PO4 (Merck), NaOH, PDA (Potat Dextrose Agar). PDB (Potato Dextrose

Broth ), YE (Yeast Extract), akuades bebas CO2, Na2CO3 (Merck), CaCO3 (Merck),

akarbosa (Glucobay). Bahan uji yang digunakan adalah rimpang kunyit yang diambil

dari perkebunan kunyit, Jatiasih, Jawa Barat.

B. Metode Penelitian

1. Isolasi Kapang Endofit

Rimpang kunyit dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran yang

menempel pada tanaman. Setelah itu dipotong melintang dan dilakukan sterilisasi

permukaan. Potongan-potongan tersebut direndam dalam larutan etanol 70% selama

1 menit, dilanjutkan dalam larutan NaOCl 5,25% selama 5 menit kemudian dibilas

dengan etanol 70% selama 30 detik, lalu dibelah 1 x 1 cm secara melintang menjadi

sama besar untuk masing-masing bagian, diletakkan di atas media PDA dengan

posisi permukaan belahan menempel pada medium agar. Setelah itu diinkubasi

selama 5-10 hari pada suhu 27-30 oC8.

2. Kultivasi Isolat Kapang Endofit

Isolat kapang endofit yang diperoleh dimasukkan ke dalam medium kultivasi cair

PDY sebanyak 20 ml dalam tabung besar. Kultivasi dengan rotary shaker selama 7

hari dengan kecepatan 120 rpm. Hasil kultivasi disentriugasi dengan kecepatan 3000

rpm selama 20 menit dan disaring. Supernatan dipisahkan dari biomassa, biomassa

dikeringkan dan dihitung bobot massanya8.

3. Uji Aktivitas Inhibitor α-glukosidase

a. Pengujian Ekstrak Metabolit Kapang Endofit Rimpang Kunyit

Sebanyak 10 μl ekstrak ditambahkan 120 μl dapar fosat (pH 6,8) dan 20 μl enzim α-

glukosidase 0,2 U/ml lalu diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37 oC. Setelah itu

ditambahkan 20 μl substrat p-NPG, lalu diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37
oC. Reaksi enzimatis dihentikan dengan penambahan Na2CO3 sebanyak 80 μl. Hasil

reaksi enzimatis diukur absorbansinya dengan microplate reader pada panjang
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gelombang 415 nm. Pada uji sampel (ekstrak), blanko dilakukan tanpa penambahan

enzim, semua pengujian dilakukan tiga kali replikasi9.

b. Pengujian Akarbosa

Sebanyak 10 μl akarbosa ditambahkan 120 μl dapar fosat (pH 6,8) dan 20 μl enzim

α-glukosidase 0,2 U/ml lalu diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37 oC. Setelah itu

ditambahkan 20 μl substrat p-NPG, lalu diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37oC.

Reaksi enzimatis dihentikan dengan penambahan Na2CO3 sebanyak 80 μl. Hasil

reaksi enzimatis diukur absorbansinya dengan microplate reader pada panjang

gelombang 415 nm. Pada uji sampel (akarbosa), blanko dilakukan tanpa

penambahan enzim, semua pengujian dilakukan tiga kali replikasi9.

c. Persentase Inhibisi

Aktivitas inhibitor α-glukosidase dari sampel dapat dihitung dengan rumus pada

persamaan :

Inhibisi (%) =
Absorbansi kontrol−Absorbansi sampel

Absorbansi kontrol
x 100% (1)

Hasil Dan Pembahasan

A. Hasil Isolasi dan Pemurnian Kapang Endofit

Tanaman kunyit diambil dari perkebunan kunyit, Jatiasih, Jawa Barat. Tanaman kunyit

yang diisolasi yaitu bagian rimpang yang berdasarkan penelitian sebelumnya memiliki

aktivitas penghambatan α-glukosidase. Isolat kapang endofit yang diperoleh dari proses

isolasi sebanyak 6 isolat. Pada cawan pertama, didapatkan isolat murni dengan kode

isolat IRK1A (isolat rimpang kunyit cawan ke-1 bagian A). Di cawan ke-2 terdapat isolat

dengan morfologi yang berbeda, sehingga diperoleh 2 isolat murni dengan kode isolat

IRK2A (isolat rimpang kunyit cawan ke-2 bagian A) dan IRK2B (isolat rimpang kunyit

cawan ke-2 bagian B). Pada cawan ketiga, terdapat 4 isolat murni dengan kode IRK3A,

IRK3B, IRK3C, dan IRK3D. Keempat isolat tersebut memiliki morfologi yang sama,

sehingga dipilih 1 isolat dengan diameter terbesar yaitu IRK3D (isolat rimpang kunyit

cawan ke-3 bagian D). Berdasarkan hasil pemurnian tersebut, diperoleh 4 isolat kapang

endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit. Hasil selengkapnya dapat dilihat dari gambar

1 dan 2.

Gambar 1. Hasil Isolasi Kapang Endofit yang Diisolasi dari Rimpang Kunyit (Curcuma

longa). (a) hasil isolasi cawan ke-1, (b) hasil isolasi cawan ke-2, (c) hasil

isolasi cawan ke-3

B. Hasil Kultivasi Kapang Endofit

Pada penelitian ini kultivasi metabolit kapang endofit dilakukan dalam skala kecil

dengan menggunakan medium PDY sebanyak 20 ml. Penambahan CaCO3 bertujuan

untuk mengatur pH medium agar berada pada pH 6, karena pH 6 merupakan pH
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optimal untuk pertumbuhan kapang dan produksi metabolit sekunder10. Setelah

beberapa hari terlihat kapas-kapas kecil berwarna putih melayang-layang dalam

medium. Bentuk-bentuk seperti kapas tersebut adalah spora atau konidia tunggal yang

sudah tumbuh menjadi miselium.

Gambar 2. Hasil Isolasi Kapang Endofit dari Rimpang Kunyit : (a) IRK1A; (b) IRK2A; (c)

IRK2B; (d) IRK3D

C. Hasil Ekstraksi Metabolit Kapang Endofit

Pada penelitian ini ektraksi menggunakan pelarut organik yaitu etil asetat yang bersifat

semi polar dan n-butanol yang bersiat polar. Hal tersebut karena senyawa penghambat

enzim α-glukosidase pada umumnya adalah senyawa semi polar hingga polar11. Proses

ektraksi dilakukan dengan mengukur volume supernatan yang diperoleh dengan

ditambahkan pelarut 1 : 3. Ekstraksi merupakan proses penarikan komponen zat aktif

dari suatu bahan menggunakan pelarut dengan tujuan untuk mendapatkan komponen

aktif tertentu. Ekstraksi dengan perbedaan tingkat kepolaran pelarut maka akan

menghasilkan volume ekstrak yang berbeda pula8. Dalam penelitian ini pelarut medium

yang digunakan adalah air, sehingga tidak dapat digunakan etanol sebagai pelarut

karena etanol bercampur dengan air12.

D. Hasil Uji Aktivitas Inhibitor α-Glukosidase

Aktivitas inhibitor α-glukosidase diamati dengan membandingkan antara absorbansi

sampel dan blanko. Pada kontrol normal, akarbosa, ekstrak etil asetat, dan ekstrak n-

butanol metabolit kapang endofit rimpang kunyit digunakan larutan blanko sebagai

faktor koreksi. Pada saat penambahan larutan enzim dan substrat, microplate 96

sumuran diletakkan di dalam ice bath karena suhu rendah mendekati titik beku tidak

merusak enzim, namun enzim tidak dapat bekerja13. Untuk enzim-enzim yang bekerja

di dalam atau pada tubuh manusia, suhu optimal umumnya sekitar suhu normal tubuh

yaitu sekitar 37oC. Pada akhir pengujian ditambahkan Na2CO3 yang bertujuan untuk

menghentikan reaksi enzimatis karena terjadi perubahan pH optimumnya, sehingga

aktivitas katalitiknya akan hilang14.
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Gambar 3. Persentase Inhibisi Metabolit Kapang Endofit Rimpang Kunyit dalam

Menghambat α-Glukosidase

Berdasarkan gambar 3, keempat ekstrak metabolit isolat menunjukkan adanya aktivitas

inhibitor α-glukosidase. Terlihat perbedaan persen inhibisi yang cukup berbeda antara

metabolit yang diekstraksi dengan etil asetat dan metabolit yang diekstraksi dengan

butanol. Ekstrak etil asetat metabolit kapang endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit

menunjukkan persen inhibisi 17,58% hingga 27,03%. Ekstrak butanol metabolit kapang

endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit menunjukkan persen inhibisi 28,63% hingga

51,99%. Ekstrak butanol metabolit kapang endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit

menunjukkan aktivitas inhibisi yang lebih baik jika dibandingkan dengan ekstrak etil

asetat metabolit kapang endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit. Aktivitas

penghambatan tertinggi ekstrak etil asetat metabolit ditunjukkan oleh isolat IRK2A yaitu

27,03%, sedangkan aktivitas penghambatan tertinggi dari ekstrak butanol metabolit

ditunjukkan oleh isolat IRK3D yaitu 51,99%.

Ekstrak butanol metabolit IRK3D menghasilkan persen inhibisi yang lebih tinggi yaitu

51,99% dibandingkan akarbosa 41,99%. Hal ini diduga bahwa senyawa-senyawa yang

terkandung dalam ekstrak butanol metabolit IRK3D bersifat sinergis, sehingga

memberikan aktivitas yang lebih baik dari akarbosa dalam menginhibisi α-glukosidase.

Hasil ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa ekstrak etanol

96% rimpang kunyit memiliki aktivitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan akarbosa
5. Pada penelitian ini hanya dilakukan uji kualitatif untuk mengetahui ada atau tidaknya

aktivitas metabolit kapang endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit dalam menginhibisi

α-glukosidase tanpa optimasi konsentrasi. Adanya keterbatasan penelitian yang hanya

memproduksi metabolit kapang endofit rimpang kunyit dalam skala kecil, sehingga tidak

menjangkau parameter lainnya termasuk identifikasi golongan senyawa kimia.
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Kesimpulan

Empat kapang endofit yang diisolasi dari rimpang kunyit (Curcuma longa L.)

menghasilkan metabolit yang dapat menginhibisi α-glukosidase dengan aktivitas

tertinggi ditunjukkan oleh ekstrak butanol metabolit IRK3D yaitu 51,99%.
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