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Abstract

[bookmark: _GoBack]Diabetes mellitus is a chronic disorder characterized by high blood sugar levels. Increased blood sugar levels caused by various factors one of them is the activity of α-glucosidase enzyme. This research it aimed to determine the ability of ethanol extract of rhizome of Zingiber amaricans in inhibiting α-glucosidase enzyme activity and calculating the IC50 value and to determine the inhibitor type in vitro. This research was conducted using enzyme α-glucosidase with a concentration of 0,05 U/mL and the substrate p-nitrophenyl α-d-glucopyranoside with a concentration of 5 mM.. The series concentration of the sample used were 25, 50, 100, 200, and 400 µg/mL. Test of enzyme inhibition kinetics of α-glucosidase by the ethanol extract of rhizome of Zingiber amaricans performed with concentrations approaching IC50 value that was equal to 200 µg/mL. The ethanol extract of rhizome of Zingiber amaricansis able to inhibit α-glucosidase enzyme activity with IC50 value of 166,933±13,894 µg/mL lower than acarbose 290,913±34,374 µg/mL. Based on the kinetics data, the rhizome of Zingiber amaricans ethanol extract work as a noncompetitive inhibitor to inhibit the enzyme activity of α-glucosidase.
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Abstrak

Diabetes melitus merupakan gangguan kronik yang ditandai dengan tingginya kadar gula darah. Peningkatan kadar gula darah disebabkan oleh berbagai faktor salah satunya yaitu aktivitas enzim α-glukosidase. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit dalam menghambat aktivitas enzim α-glukosidase dan menghitung nilai IC50 serta menentukan tipe inhibitor enzim secara in vitro. Penelitian ini dilakukan menggunakan enzim α-glukosidase dengan konsentrasi 0,05 U/mL dan substrat p-nitrofenil α-d-glukopiranosida dengan konsentrasi 5 mM. Seri konsentrasi sampel ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit dan akarbosa yang digunakan yaitu 25, 50, 100, 200, dan 400 µg/mL. Uji kinetika penghambatan enzim α-glukosidase oleh ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit dilakukan dengan konsentrasi yang mendekati nilai IC50 yaitu sebesar 200 µg/mL. Ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit mampu menghambat aktivitas enzim α-glukosidase dengan nilai IC50 sebesar 166,933±13,894 µg/mL lebih rendah dibanding akarbosa 290,913±34,374 µg/mL. Bedasarkan data kinetika, ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit bekerja sebagai inhibitor nonkompetitif dalam menghambat aktivitas enzim α-glukosidase.
Kata kunci: Lempuyang emprit,  α-glukosidase, diabetes melitus.
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PENDAHULUAN
Diabetes melitus merupakan gangguan kronik yang ditandai dengan peningkatan kadar gula darah yang disebabkan oleh kurangnya produksi insulin atau tubuh tidak merespon insulin dengan baik (International Diabetes Federation, 2015). Penderita diabetes melitus di dunia pada tahun 2014 sebanyak 382 juta jiwa dan mengalami peningkatan menjadi 415 juta jiwa pada tahun 2015. Indonesia merupakan salah satu negara yang menempati posisi ketujuh terbesar di dunia dengan jumlah penderita sebanyak 9,1 juta jiwa pada tahun 2014 dan mengalami peningkatan menjadi 10 juta jiwa pada tahun 2015. Penderita diabetes melitus di Indonesia diperkirakan akan terus meningkat hingga mencapai 16,2 juta jiwa pada tahun 2040 (International Diabetes Federation, 2014; International Diabetes Federation, 2015).
Risiko kematian yang diakibatkan oleh penyakit diabetes melitus dapat dikurangi dengan cara mengontrol kadar gula dalam darah yang bertujuan untuk mencegah berbagai komplikasi. Penggunaan tanaman obat sebagai terapi diabetes merupakan salah satu pilihan alternatif, karena tanaman obat memiliki berbagai kelebihan, antara lain yaitu memiliki toksisitas rendah, relatif terjangkau, dan ketersediaan di alam yang melimpah (Srividya et al., 2011). Lempuyang emprit (Zingiber amaricans Bl) merupakan salah satu tanaman obat yang dapat dimanfaatkan di bidang pengobatan (Karima, 2007). 
Wahyuni and Bermawie (2010) menyatakan ekstrak rimpang lempuyang emprit yang diuji dengan GC-MS mengandung komponen utama, yaitu: asam asetat, humulen oksida, α-humulen, beta-eudesmol, 12-oksabisiklo, linalool, beta-selin, serta zerumbon yang merupakan kandungan paling tinggi yaitu sebesar 36–49%. Menurut Sakika et al. (2014) secara in vivo terjadi penurunan kadar gula darah pada tikus diabetes setelah diberi 0,4 g/kgBB ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit dengan kadar gula darah sebesar 264,5±18,86 mg/dL turun menjadi 105±44,06 mg/dL. 
Zerumbon (2,6,9-humulatrien-8-satu) merupakan konstituen utama dari lempuyang emprit dan konstituen kecil adalah campuran fitosterol yang terdiri dari β-sitosterol, kolesterol, kampesterol, dan stigmasterol (Riyanto, 2007). Tanaman lempuyang emprit dan lempuyang gajah termasuk famili Zingiberaceae yang sama-sama mengandung senyawa zerumbon. Menurut Ajish et al. (2014) senyawa zerumbon dan α-humulen yang terkandung dalam ekstrak rimpang lempuyang gajah (Zingiber zerumbet Smith) mampu menghambat aktivitas enzim α-glukosidase yang diujikan secara in vitro dengan nilai IC50  masing–masing sebesar 95,7±1,04 µM dan 197,2±0,06 µM.
Enzim α-amilase dan α-glukosidase adalah dua enzim utama yang memegang peranan penting dalam proses pencernaan karbohidrat oleh hidrolisis α-1, 4-glukosida dari karbohidrat, polisakarida lain, dan penyerapan glukosa oleh enzim α-glukosidase yang terjadi di usus. Salah satu strategi yang efektif untuk pengelolaan diabetes adalah memperlambat laju pencernaan karbohidrat dengan menghambat enzim tersebut untuk mengurangi terjadinya hiperglikemia postprandial (Unnikrishnan et al., 2014). 
METODE
Pembuatan Kurva Baku p-nitrofenol
Kurva baku p-nitrofenol dibuat dengan cara melarutkan sebanyak 13,90 mg p-nitrofenol dengan dapar fosfat pH 6,8 sampai volume akhir 10 mL sebagai larutan stok dengan konsentrasi 10 mM. Larutan stok diencerkan menggunakan dapar fosfat pH 6,8 menjadi konsentrasi 0, 15, 30, 45, 60, dan 90 µM kemudian dibaca absorbansinya menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 405 nm.
Pengujian Aktivitas Enzim α-glukosidase
Menurut Sugiwati et al.(2009) pengujian aktivitas enzim α-glukosidase dilakukan dengan cara mengambil sebanyak 1µL larutan sampel (akarbosa atau ekstrak) dari berbagai seri konsentrasi ditambah 49µL bufer fosfat pH 6,8 dan 25µL substrat p-nitrofenil-α-d-glukopiranosida (pNPG), diinkubasi pada suhu 37oC selama 5 menit, ditambahkan larutan enzim α-glukosidase dengan konsentrasi 0,05 unit/mL dan diinkubasi kembali pada suhu 37oC selama 15 menit. Hasil inkubasi ditambahkan 100µL larutan natrium karbonat 200 mM hingga volume akhir setiap sumuran 200µL dan absorbansi dibaca pada panjang gelombang 405nm.
Pengujian Kinetika InhibisiEnzim α-glukosidase 
Menurut Elya et al.(2011) pengujian kinetika inhibisi enzim α-glukosidase dilakukan dengan membuat dua sistem reaksi yang berbeda, yaitu sistem reaksi tanpa adanya inhibitor dan sestem reaksi dengan adanya inhibitor. Inhibitor yang dipilih merupakan ekstrak dengan konsentrasi yang mendekati nilai IC50. Kedua sistem reaksi tersebut ditambah dengan berbagai konsentrasi substrat p-nitrofenil-α-D-glukopiranosida.
[bookmark: _Toc457645390]HASIL PEMBAHASAN
Pembuatan Kurva Baku p-nitrofenol
Hasil dari pembacaan absorbansi p-nitrofenol didapatkan persamaan y= 0,0033x+0,0542 dengan nilai R² = 0,9925. Nilai R² yang mendekati angka 1 menandakan bahwa peningkatan konsentrasi p-nitrofenol maka meningkat pula absorbansi dari p-nitrofenol yang terbaca. 
Kurva baku p-nitrofenol berkaitan erat dengan jumlah p-nitrofenol yang terbentuk dalam sistem reaksi, sehingga dapat digunakan untuk menghitung daya inhibisi dari sampel. Sampel yang berfungsi sebagai inhibitor enzim menyebabkan terjadinya penurunan reaksi enzim dengan substrat sehingga p-nitrofenol yang terbentuk semakin berkurang dan absorbansinya semakin kecil.
[bookmark: _Toc457645391]Pengujian Inhibisi Enzim α-Glukosidase
Hasil menunjukkan bahwa kemampuan ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit dalam menghambat enzim α-glukosidase lebih baik dibandingkan dengan akarbosa (Tabel 1). Nilai IC50 ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit lebih kecil dibanding nilai IC50 akarbosa disebabkan oleh adanya efek sinergis antara senyawa α-humulen dan zerumbon yang terkandung dalam rimpang lempuyang emprit.
[bookmark: _Toc457646193]
Tabel 1. Hasil IC50 ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit dan akarbosa
	Sampel
	IC50 (µg/mL)
	Rerata
	SD

	
	1
	2
	3
	
	

	Akarbose
	328,824
	261,776
	282,14
	290,913
	34,374

	Ekstrak
	150,927
	175,884
	173,987
	166,933
	13,894




Nilai IC50 ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit relatif lebih besar dibandingkan dengan nilai IC50 zerumbon dan -humulen masing–masing sebesar 95,7±1,04 µM dan 197,2±0,06 µM (Ajish et al. 2014). Perbedaan  nilai IC50 antara ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit dengan zerumbon dan -humulen disebabkan karena zerumbon dan -humulen merupakan senyawa murni sedangkan ekstrak mengandung senyawa lain yang tidak memiliki aktivitas dalam menghambat enzim α-glukosidase.
[bookmark: _Toc457645392]
Pengujian Kinetika Inhibisi Enzim α-Glukosidase
Berdasarkan data yang didapat terjadi perpotongan pada sumbu y= 0 yang berarti bahwa nilai -1/km atau tetapan Michaelis-Menten antara kurva tanpa  maupun dengan pemberian inhibitor ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit 200 µg/mL adalah sama (Gambar 1).



[bookmark: _Toc457645797]Gambar 2. Hasil plot Lineweaver-Burk ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit 200 µg/mL
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	A	B	C
Gambar 3. Struktur kimia (a) zerumbon, (b) α-humulen, dan (c) substrat (PNPG)

Inhibitor nonkompetitif ditandai dengan perbedaan struktur antara inhibitor dengan substrat (Gambar 3) menyebabkan inhibitor mampu berikatan pada sisi aktif enzim yang berbeda dengan ikatan enzim-substra tsehingga tidak mempengaruhi nilai KAP (Tabel 4). Inhibitor non kompetitif mampu membentuk kompleks enzim -inhibitor maupun enzim -inhibitor-substrat sehingga terjadi penurunan nilai VAP (Rodwellet al., 2015).
[bookmark: _Toc457646196]Tabel 4.Nilai KAP dan VAP
	 Reaksi
	a
	b
	KAP (b/a)
	VAP (1/a)

	Tanpa inhibitor
	0,0039
	0,0031
	0,794872
	256,4103

	Dengan inhibitor
	0,0060
	0,0048
	0,8
	166,6667




SIMPULAN
Ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit mampu menghambat aktivitas enzim α-glukosidase secara in vitro dengan nilai IC50166,933±13,894µg/mL.Ekstrak etanol rimpang lempuyang emprit merupakan inhibitor nonkompetitif.
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