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		AKTIVITAS DAN KINETIKA INHIBISI α-GLUKOSIDASE OLEH EKSTRAK ETIL ASETAT UMBI LAPIS BAWANG MERAH (
Allium cepa L.)Sitaresmi Yuningtyas
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E-mail: sitaresmi.yuningtyas@gmail.comABSTRAK
Hiperglikemia adalah tingginya kadar glukosa darah yang merupakan ciri dari diabetes melitus
. Salah satu mekanisme obat bagi keadaan hiperglikemia adalah menghambat aktivitas α-glukosidase di dalam usus halus. Ekstrak umbi lapis  bawang merah (Allium cepa L) berpotensi sebagai penurun kadar glukosa darah. Penelitian ini bertujuan menentukan aktivitas inhibisi dan kinetika enzim α-glucosidase pada ekstrak etil asetat umbi bawang merah sebagai inhibitor α-glukosidase. Umbi lapis bawang merah diekstraksi dengan etil asetat menggunakan metode maserasi. Selanjutnya ekstrak tersebut dihitung IC50 dan aktivitas kinetika enzim α-glukosidase. Ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah memiliki aktivitas inhibisi terhadap α-glukosidase dengan nilai IC50 adalah 0,43% b/v. Ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah memiliki mekanisme penghambatan unkompetitif terhadap α-glukosidase dengan parameter nilai Vmaks adalah 1.075 U / ml. Menit dan KM adalah 0,999 mM.Kata Kunci
: Allium cepa L, diabetes melitus, inhibisi, α-glukosidase, kinetikaACTIVITY AND KINETIC OF α-GLUCOSIDASE INHIBITION
 BY ETHYL ACETATE EXTRACT OF RED ONION (Allium cepa L.) BULBS ABSTRACT
Hyperglycemia is a high level of blood glucose which is a characteristic of diabetes mellitus.
 Inhibition of α-glucosidase in the small intestine can be reduce blood glucose levels. Red onion (Allium cepa L) bulbs has reduce blood glucose levels. This study aimed to determine the activity and kinetics of the enzyme α-glucosidase on the ethyl acetate extract of red onion (Allium cepa L.) bulbs as an α-glucosidase enzyme inhibitor. Red onion bulbs was extracted with ethyl acetate using maceration method. The ethyl acetate extracted from red onion bulbs was calculated IC50 and α-glucosidase enzyme kinetics activity. The IC50 value obtained was 0,43% b/v. The ethyl acetate extract from red onion bulbs had an uncompetitive inhibition mechanism against α-glucosidase enzyme with Vmax value was 1,075 U/ml.minute and KM was 0,999 mM. Keyword: Allium cepa L, diabetes mellitus, inhibition, α-glucosidase, kineticPENDAHULUAN
Rendahnya hormon insulin dalam tubuh manusia dapat memicu penyakit d
iabetes melitus. Pada kondisi tersebut, produksi insulin oleh pankreas terbatas dan tidak sesuai kebutuhan tubuh sehingga sel-sel tubuh tidak dapat mengolah dan menyerap glukosa menjadi energi. Keadaan ini menyebabkan kondisi hiperglikemia. Keadaan hiperglikemia ini dapat mengakibatkan kegagalan berbagai organ, terutama ginjal, saraf, mata, jantung, dan pembuluh darah (Herliana, 2013).Pengobatan diabetes untuk saat ini, yaitu dengan obat hipoglemik oral golongan sulfonilurea. Penggunaan obat hipoglemik memiliki efek samping. Efek samping pada obat ini, yaitu gangguan saluran cerna dan gangguan susunan syaraf pusat. Obat berbasis bahan alam dapat dijadikan alternatif dalam pengobatan diabetes melitus. Bahan alam yang dapat berpotensi sebagai antidiabetes salah satunya, yaitu umbi lapis bawang merah. Dosis 250 mg/kg bb dan 500 mg/kg bb dari ekstrak metanol bawang merah yang diberikan secara oral kepada tikus yang terinduksi diabetes melitus dapat meningkatkan ekspresi gen Glut4 dan Ins serta menurunkan konsentrasi glukosa darah postprandial. Selain itu, aktivitas enzim sukrase dan maltase dapat terhambat pada usus halus tikus yang terinduksi diabetes melitus setelah pemberian ekstrak tersebut (Montasser Kouhsari dan Fehresty Sani, 2011). Kadar glukosa darah pada tikus yang terinduksi diabetes melitus menurun setelah diberikan jus umbi lapis bawang merah secara oral selama 14 hari. Dosis jus umbi lapis bawang merah 0,5 g/ 100 g bb dan  1 g/100 g bb memiliki persentase penurunan kadar gula darah masing-masing sebesar 43,45% dan 59,18%. Penurunan kadar gula darah dapat disebabkan oleh penghambatan penyerapan karbohidrat postprandial akibat inhibisi enzim α-glukosidase (Luangpirom et al., 2013). Ekstrak air dan etanol dari umbi lapis bawang merah (Allium ascalonicum) dapat menginhibisi aktivitas dari α-glukosidase. Potensi inhibisi ekstrak air, etanol 70%, dan etanol 96% terhadap enzim α-glukosidase berturut-turut 11,75%, 4,48%, dan 20,92%  (Yuningtyas dan Setiawati Artianti, 2015). Berdasarkan pada
 hal tersebut, umbi lapis bawang merah (Allium cepa) memiliki potensi besar sebagai tanaman yang berperan sebagai penurun kadar glukosa darah. Namun kajian ilmiah mengenai ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah sebagai agen antidiabetik belum ada. Penelitian ini bertujuan menentukan aktivitas dan mekanisme inhibisi ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah terhadap enzim α-glukosidase. Mekanisme inhibisi tersebut dilakukan dengan penentuan kinetika enzim.METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan
Alat yang digunakan adalah peralatan gelas, microplate (Thermo Scientific NUNC), perangkat instrumen microplatereader (Epoch Microplate Spectrophotometer), penguap putar (rotary evaporator) (BUCHI R-250), dan micropipet (Thermo Scientific).Bahan tanaman yang digunakan adalah umbi lapis bawang merah (Allium cepa L) berumur 2 bulan 10 hari yang berasal dari perkebunan di daerah Brebes, Jawa tengah dan telah dideterminasi oleh Herbarium Bogoriense, Pusat Penelitian Biologi, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI). Selain itu, bahan yang digunakan adalah pelarut etil asetat, akuades, bufer fosfat pH 7, dimetilsulfoksida (DMSO), larutan Na2CO3, α-glukosidase (Sigma G3651-250UN), dan substrat p-nitrofenil α-D-glukopiranosa (pNPG) (Sigma N1337-5G). Ekstraksi Umbi Lapis Bawang Merah. Sebanyak 50 gram s
erbuk simplisia umbi lapis bawang merah dimaserasi dengan 100 ml etil asetat selama 24 jam pada suhu kamar di dalam maserator. Hasil maserasi disaring dan filtratnya disimpan. Residu dilakukan remaserasi dengan pelarut yang sama. Remaserasi dilakukan sebanyak dua kali sehingga total ekstraksi selama 3x24 jam. Filtrat dipekatkan dengan penguap putar (rotary evaporator) pada suhu 60oC hingga terbentuk ekstrak kental. Rendemen ekstrak yang diperoleh, dihitung dengan rumus sebagai berikut.Selanjutnya ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah dilakukan analisis fitokimia, penentuan nilai IC50 dan penentuan kinetika enzim α-glukosidasePenapisan Fitokimia
 Ekstrak yang diperoleh dilakukan uji fitokimia berupa uji kualitatif golongan senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, terpenoid, dan steroid (Velavan, 2015).Pen
entuan Aktivitas Inhibisi α-Glukosidase Oleh Ekstrak Etil Asetat Umbi Lapis Bawang Merah (Modifikasi metode Sancheti, Sancheti dan Seo, 2009) S
ebanyak 0,5 mg enzim α-Glukosidase dilarutkan dengan buffer fosfat 0,1 M pH 7 yang mengandung 100 mg BSA (Bovine Serum Albumin). Sebanyak 500 uL p-nitrofenil-α-D-glukopiranosida (substrat) 20 mM, 980 uL bufer fosfat 0,1 M pH 7, 20 uL ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah dengan konsentrasi 0,1% ; 0,25% ; 0,50% ; 1% ; dan 2% b/v dalam DMSO (dimethylsulfoxide) serta 500 uL enzim dimasukkan dalam microplate. Campuran reaksi diinkubasi suhu 37oC selama 15 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan 2 mL Na2CO3 200 mM dan diukur serapannya dengan panjang gelombang 400 nm. Persentase daya inhibisi dihitung dengan persamaan sebagai berikut : Persentase aktivitas daya inhibisi α-Glukosidase yang diperoleh digunakan untuk penentuan nilai IC50 (Inhibition Concetration 50).Penentuan Kinetika Inhibisi EnzimAnalisis kinetika inhibisi menggunakan dua sistem reaksi, yaitu substrat dengan konsentrasi berbeda (5, 10, 15, 20, 25 mM) dicampurkan dengan enzim dan yang kedua menggunakan ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah sebagai inhibitor (konsentrasi berdasarkan nila
i IC50). Metode pengerjaan mengacu pada metode aktivitas ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah sebagai inhibitor α-glukosidase (modifikasi metode Sancheti, Sancheti dan Seo, 2009). Kecepatan reaksi (v) diukur sebagai kecepatan pembentukan produk persatuan waktu. Penentuan jenis inhibisi dari ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah dengan cara membuat grafik Lineweaver-Burk dengan memplot 1/[S] sebagai sumbu x dan 1/v sebagai sumbu y sehingga dapat diperoleh nilai Konstanta Michaelis Menten (KM) dan kecepatan maksimum (Vmaks). Grafik Lineweaver-Burk tanpa inhibitor dan dengan inhibitor dibandingkan.Analisis Data Nilai IC
50 dari ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah ditentukan dengan membuat regresi linear antara data persentase daya inhibisi dan konsentrasi ekstrak. Penentuan jenis inhibisi dari ekstrak tersebut dengan cara membuat grafik Lineweaver-Burk untuk menentukan nilai KM dan Vmaks.HASIL DAN PEMBAHASAN
Karakteristik Simplisia. Proses ekstraksi umbi lapis bawang merah menggunakan pelarut etil asetat dengan metode maserasi. Pemilihan etil asetat sebagai pelarut karena kepolarannya yang relatif rendah atau semi polar sehingga mampu menyari senyawa golongan aglikon maupun glikon (Velavan, 2015). Hasil rendemen yang diperoleh sebesar 5,922%. Penapisan Fitokimia
Golongan senyawa flavonoid, saponin, dan tanin
 terdapat pada ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah. Rentang polaritas yang lebar dari etil asetat sehingga dapat menarik senyawa-senyawa polar hingga semipolar. Gugus hidroksi yang tidak tersubstitusi dimiliki oleh flavonoid sehingga flavonoid bersifat polar. Tanin bersifat polar karena termasuk golongan polifenol. Saponin bersifat polar karena memiliki gugus glikosil (Velavan, 2015). Berdasarkan hal tersebut maka golongan flavonoid,  tanin, dan saponin dapat ditemukan pada ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah. Ketiga jenis senyawa tersebut diduga memiliki aktivitas inhibisi terhadap α-glukosidase.Aktivitas Inhibisi Ekstrak Etil Asetat Umbi Lapis Bawang Merah Terhadap α-Glukosidase.K
emampuan potensial ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah sebagai agen hipoglikemik diuji secara in vitro melalui inhibisi aktivitas α-glukosidase. Pada Gambar 1 menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah mempunyai kemampuan untuk menghambat aktivitas α-glukosidase. Konsentrasi ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah terbesar (2% b/v) memiliki persentase daya inhibisi sebesar 85,18%. Daya inhibisi terkecil dimiliki konsentrasi 0,1% b/v, yaitu 12,15%. Oleh karena itu, nilai IC50 dari ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah sebesar 0,43% b/v artinya ekstrak tersebut sudah menghambat kerja α-glukosidase sebesar 50% pada konsentrasi 0,43% b/v. Gambar 1. Daya inhibisi α-glukosidase oleh ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merahCara kerja e
nzim α-glukosidase adalah memotong ikatan glikosida pada oligosakarida. Aktivitas α-glukosidase berperan dalam hidrolisis polisakarida menjadi monosakarida. Proses ini bertujuan agar monosakarida yaitu glukosa dapat diserap oleh tubuh. Oleh karena itu, mekanisme inhibisi α-glukosidase dapat mengatasi kondisi hiperglikemia. Hal ini disebabkan jumlah monosakarida yang dapat diserap usus menjadi berkurang. Inhibitor α-glukosidase sebagian besar bekerja dengan cara meniru posisi transisi unit piranodisik dari substrat α-glukosidase alami (Lankatillake, Huynh dan Dias, 2019).Kerja α-glukosidase dapat dihambat oleh senyawa fitokimia seperti golongan flavonoid (Wang, Du and Song, 2010), golongan alkaloid (Patel and Mishra, 2012), tanin (Lee et al., 2017), saponin, dan triterpen (Lai et al., 2012). Golongan senyawa tersebut memiliki aktivitas hipoglikemik atau penurun kadar glukosa darah dengan menghambat enzim-enzim penting yang berperan dalam pemecahan karbohidrat menjadi monodakarida yang dapat diabsorbsi oleh usus halus, yaitu enzim α-amilase dan enzim α-glukosidase. Penghambatan pada kedua enzim tersebut berakibat terganggunya proses pemecahan karbohidrat menjadi monosakarida sehingga tidak dapat diserap oleh usus. Dengan demikian, kadar glukosa darah tidak meningkat setelah mengkonsumsi makanan yang mengandung glukosa (Lankatillake, Huynh dan Dias, 2019). Dengan demikian, kemampuan ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah dalam menginhibisi α-glukosidase tidak lepas dari senyawa yang dikandungnya yaitu flavonoid, saponin, dan tanin. Kinetika dan Jenis Inhibisi Dari Ekstrak Umbi Lapis Bawang MerahPenentuan kinetika enzim adalah untuk menentukan mekanisme kerja enzim dan perannya dalam proses metabolisme, cara kerja enzim, dan mekanisme obat yang dapat menghambat enzim. Parameter yang ditentukan dalam kinetika enzim ini adalah KM (Konstanta Michaelis-Menten) dan Vmaks (kecepatan reaksi maksimum). Penentuan parameter ini dapat dilakukan dengan membuat plot hubungan antara laju reaksi enzim (V) dan konsentrasi substrat [S]. Laju reaksi enzim semakin meningkat secara linear terhadap konsentrasi substrat, lalu mulai konstan hingga konsentrasi substrat tertentu. Keadaan laju reaksi enzim tidak dapat naik lagi disebut kecepatan maksimum atau Vmaks. Jenis inhibisi ekstrak tersebut perlu diketahui untuk mengetahui karakteristik dari inhibitor dengan menentukan nilai kecepatan reaksi maksimum (Vmaks) dan konstanta Michaelis-Menten (KM). Nilai Vmaks menunjukkan tingkat kejenuhan reaksi antara enzim oleh substrat. Sedangkan nilai KM adalah konsentrasi substrat tertentu pada saat kecepatan katalitik enzim mencapai setengah kecepatan maksimumnya. Nilai tersebut menunjukan tingkat efisiensi katalisis dari enzim (Nelson, Albert and Michael, 2005).  Nilai KM dan Vmaks ditentukan dengan cara mengukur kecepatan reaksi enzim dengan berbagai variasi konsentrasi substrat yaitu 5 mM; 10 mM; 15 mM; 20 mM; 25 mM. Pada Gambar 2, dapat dilihat hubungan antara konsentrasi substrat dengan kecepatan reaksi enzim α-glukosidase. Berdasarkan teori kinetika enzim, semakin meningkat konsentrasi substrat maka semakin meningkat pula energi serta frekuensi benturan antar molekul. Hal ini menyebabkan semakin banyak enzim α-glukosidase yang dapat menghidrolisis substrat sehingga menghasilkan produk (Nelson, Albert dan Michael, 2005). Berdasarkan Gambar 2, peningkatan konsentrasi substrat dapat meningkatkan aktivitas enzim. Kecepatan enzim tanpa inhibitor memiliki nilai yang lebih tinggi dibandingkan kecepatan enzim dengan inhibitor (ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah). Hal ini disebabkan enzim lebih mudah bereaksi jika tanpa adanya inhibitor sehingga kecepatan reaksi pun lebih tinggi. Meskipun demikian, peningkatan aktivitas enzim akan terhenti jika enzim sudah jenuh dengan substrat karena jumlah substrat sudah melampui jumlah enzim setelah titik batas laju kecepatan maksimum (Vmaks) dari reaksi enzimatis.Gambar 2. Hubungan kecepatan reaksi enzim α-glukosidase terhadap konsentrasi substratNilai V
maks dan KM dapat ditentukan dengan mentransformasikan persamaan Michaelis-Menten ke dalam persamaan Lineweaver-Burk (Gambar 3). Berdasarkan Gambar 3, diperoleh persamaan linear untuk sampel tanpa inhibitor (enzim dan substrat)  y = 0,758x+0,176, sehingga nilai Vmaks sebesar 5,682 U/ml.menit  dan KM sebesar 4,307 mM.  Nilai Vmaks sebesar 5,682 U/ml.menit menunjukkan kecepatan maksimum α-glukosidase dalam mengubah substrat pNPG menjadi pNP dan glukosa sebesar 5,682 Unit per menitnya, sedangkan konstanta Michaelis Menten (KM) ketika enzim α-glukosidase mencapai setengah dari kecepatan maksimumnya adalah sebesar 4,307 mM.Gambar 3. Kinetika reaksi enzim
 α-glukosidase.Persamaan linear untuk sampel dengan inhibitor (enzim, substrat, dan ekstrak umbi lapis bawang merah)  yaitu y = 6,781x+0,162, sehingga nilai Vmaks sebesar 6,173 U/ml.menit  dan KM sebesar 4,821 mM.  Nilai Vmaks α-glukosidase dengan inhibitor sebesar 6,173 U/ml.menit  menunjukkan kecepatan maksimum enzim α-glukosidase dalam mengubah substrat pNPG menjadi pNP dan glukosa sebesar 6,173 Unit per menitnya, sedangkan konstanta Michaelis-Menten ketika enzim α-glukosidase mencapai setengah dari kecepatan maksimumnya adalah sebesar 4,821 mM.Tabel 1.
 Nilai Kinetika reaksi enzim α-glukosidaseSampel                                   K
M (mM)                                  Vmaks (U/ml. menit)Tanpa Inhibitor                         4,307                                                 5,682
Dengan Inhibitor                       4,821                                                 6,173
B
erdasarkan data pada Tabel 1, jenis inhibisi ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah adalah inhibisi unkompetitif. Hal ini disebabkan nilai KM dan Vmaks enzim tanpa inhibitor itu berbeda dengan nilai KM dan Vmaks enzim dengan inhibitor. Pada jenis inhibisi unkompetitif, sisi alosterik enzim masih dapat mengikat inhibitor walaupun sudah terbentuk kompleks enzim-subtrat. Pada jenis inhibisi ini, inhibitor hanya dapat terikat jika telah terbentuk kompleks enzim-subtrat. Akibat terbentuk kompleks enzim-substrat-inhibitor, sifat katalisator dari enzim akan hilan dan tidak akan terbentuk produk. Produk hanya akan terbentuk, jika inhibitor terlepas dari kompleks enzim-subtrat-inhibitor. Inhibisi unkompetitif dapat terjadi akibat adanya akumulasi produk dari reaksi enzim-substrat (Nelson, Albert and Michael, 2005). Mekanisme penghambatan ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah terhadap α-glukosidase adalah jenis inhibisi unkompetitif. Hal ini adalah terjadinya penurunan nilai KM dan Vmaks dari keadaan normalnya KESIMPULAN
E
kstrak etil asetat umbi lapis bawang merah (Allium cepa) memiliki potensi inhibisi terhadap aktivitas α-glukosidase dengan nilai IC50 sebesar 0,43% b/v. Ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah memiliki mekanisme inhibisi unkompetitif terhadap enzim α-glukosidase dengan parameter nilai Vmaks sebesar 6,173 U/ml.menit  dan KM sebesar 4,821 mM.SARAN
 S
enyawa spesifik pada ekstrak etil asetat umbi lapis bawang merah yang berperan dalam inhibisi aktivitas enzim α-glukosidase perlu ditelusuri lebih lanjut..UCAPAN TERIMA KASIH
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