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ABSTRAK

Penderita diabetes mellitus di Indonesia mengalami
peningkatan menjadi 8,5% di tahun 2018. Untuk
mengatasi hal tersebut dapat dilakukan dengan
menghambat enzim a-amilase sehingga dapat menurunkan
kadar gula dalam darah. Salah satu tanaman yang efektif
menurunkan kadar gula dalam darah yaitu jamur kuping
hitam (Auricularia polytricha). Jamur kuping hitam
mengandung flavonoid yang dapat menurunkan kadar gula
dalam darah. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
potensi antidiabetes dari fraksi jamur kuping hitam dengan
menggunakan pelarut yang berbeda dalam menghambat
enzim o-amilase. Jamur Kkuping hitam diekstraksi
menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol,
dilanjutkan dengan fraksinasi cair-cair. Dlakukan skrining
fitokimia dan uji in vitro enzim a-amilase menggunakan
reagen dinitrosalisilat (DNS) pada fraksi yang diperoleh
yaitu fraksi kloroform, etil asetat dan air. Penghambatan
enzim a-amilase dilakukan pada konsentrasi 50; 100; 200;
400; 600; 800 dan 1000 ppm. Data dianalisis secara
deskriptif dengan menghitung persentase penghambatan
dan nilai 1Cso. Dari hasil penelitian diketahui bahwa
terdapat flavonoid pada fraksi air; steroid pada fraksi
kloroform; dan flavonoid pada fraksi etil asetat. Nilai 1Csg
dari fraksi etil asetat adalah 99,606 pg/mL dalam kategori
kuat dan air adalah 99,714 pg/mL dalam kategori kuat,
sedangkan fraksi kloroform adalah 166,398 ug/mL dalam
kategori lemah. Fraksi etil asetat menunjukkan
penghambatan tertinggi dibanding fraksi lain.

Kata Kunci: Antidiabetes, Enzim A-Amilase, Icso, In Vitro,
Jamur Kuping Hitam, Auricularia Polytricha

Inhibition Test Of Black Ear Mushroom Fractions On A-
Amilase Enzym Activity As Antidiabetes In Vitro

ABSTRACT

Diabetes mellitus in Indonesia has increased to 8.5%in 2018. To overcome this can be done by inhibiting
the a-amylase enzyme so that it can reduce blood glucose. One herbal plant that is effective in lowering
blood sugar levels is black ear mushroom (Auricularia polytricha). Black ear mushroom contains
flavonoids that have the potential to reduce blood glucose levels. The purpose of this study was to determine
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the antidiabetic potential of black ear mushroom fraction using different solvents in inhibiting o-amylase
enzyme. Black ear mushroom was extracted using maceration method with methanol solvent and then
liquid-liquid fractionation. The water, chloroform and ethyl acetate fractions of black ear fungus obtained
were subjected to phytochemical screening and a-amylase enzyme testing in vitro using dinitrosalicylate
(DNS) reagent. Inhibition of a-amylase enzyme was carried out at concentrations of 50; 100; 200 400;
600; 800 and 1000 ppm. Data analysis was done descriptively by calculating % inhibition and 1Cs, value.
The results showed that there were flavonoids in the water fraction; steroids in the chloroform fraction;
and flavonoids in the ethyl acetate fraction. The 1Cs value of the ethyl acetate fraction was 99,606 ug/mlL
in the strong category and water was 99,714 ug/mL in the strong category, while the chloroform fraction
was 166,398 pug/mL in the weak category. The ethyl acetate fraction showed the highest inhibition
compared to other fractions.

Keywords: Antidiabetes, Enzyme a-amylase, 1Cso, In Vitro, Black Ear Mushroom, Auricularia
polytricha.

1. PENDAHULUAN

Diabetes mellitus merupakan penyakit metabolik kronis, ditandai dengan tingginya kadar
gula dalam darah, yang tingkat keparahannya terus meningkat di seluruh dunia [1]. Menurut
International Diabetes Federation (IDF), Indonesia menduduki peringkat kelima dengan 19,5
juta orang dengan diabetes mellitus dalam rentang umur 20 hingga 79 tahun [2]. Jika tidak
dikelola dengan baik, diperkirakan pada tahun 2030 mendatang terdapat sebanyak 21,3 juta
penyandang DM di Indonesia.[1,3].

Tubuh tidak lagi mampu memproduksi atau menggunakan insulin secara efektif sehingga
menyebabkan peningkatan kadar gula darah dan terjadilah DM [4] . Diabetes mellitus terbagi
menjadi beberapa tipe, salah satunya adalah diabetes melitus tipe 2. Jenis diabetes ini lebih
umum terjadi karena diabetes tipe ini mencapai 90-95% dari populasi diabetes mellitus [5].
Salah satu strategi penting untuk mengobati DM tipe 2 adalah dengan mengontrol kadar
glukosa postprandial [6]. Hal ini dicapai dengan menunda penyerapan glukosa dengan
menghambat enzim saluran pencernaan yang menghidrolisis karbohidrat [1].

Enzim a-amilase adalah enzim yang terlibat dalam metabolisme karbohidrat, bekerja
dengan memecah karbohidrat menjadi karbohidrat sederhana dan glukosa [3].
Penghambatan enzim a-amilase dapat membatasi kadar gula darah dengan memperlambat
atau menunda proses hidrolisis dan absorbsi karbohidrat [7]. Akarbose merupakan inhibitor
a-glukosidase dan a-amilase oral yang digunakan dalam pengelolaan DM tipe 2. Akarbose
mengurangi dan memperlambat penyerapan glukosa di usus, sehingga kadar glukosa darah
postprandial menurun [8]. Efek samping pada saluran pencernaan seperti mual, muntah,
sakit perut dan kembung dapat muncul sebagai akibat dari penggunaan akarbose dalam
jangka panjang, sehinga dilakukan pendekatan pengobatan dengan bahan alam dengan
khasiat yang sama dan efek samping yang minimal [9,10].

Salah satu tanaman herbal yang memiliki efek menurunkan kadar gula darah yaitu jamur
kuping hitam (Auricularia polytricha) [11-13]. Jamur kuping hitam mengandung senyawa
poliskarida, flavonoid dan steroid [12,14,13]. Polisakarida memainkan fungsi penting dalam
perlindungan sel B-pankreas sehingga meningkatkan sekresi insulin [15]. Flavonoid
menghambat dengan membentuk kompleks antara a-amilase-flavonoid yang menyebabkan
pati tidak dapat dihidrolisis oleh a-amilase karena situs aktif a-amilase (tempat berikatannya
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dengan substrat) tidak dapat mengenali struktur senyawa kompleks yang terbentuk antara
pati dan flavonoid, sehingga enzim tidak dapat beraktivitas [2].

Jamur kuping hitam mempunyai potensi sebagai antidiabetes karena adanya metabolit
sekunder yang terkndung di dalamnya. Untuk mengetahui efek penghambatan fraksi jamur
kuping hitam terhadap enzim a-amilase berdasarkan jenis pelarut yang berbeda sehingga
dengan dapat diketahui fraksi manakah yang mempunyai aktivitas penghambatan terhadap
enzim a-amilase paling besar.

2. METODE PENELITIAN

Untuk penelitian eksperimental berisi penjelasan tentang rancangan penelitian, alat dan
bahan, cara kerja, pengambilan sampel, analisis statistik, dan pertimbangan etik (bila ada)
dan diberikan keterangan sub bab yang jelas.

2.1. Alat dan Bahan
2.1.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain microplet reader (BioTek
EPOCH2NSC), microwell 96 wells (Biologix), rotary evaporator (IKA RV 8 V), neraca
analitic (Durascale DAB-E223), hot plate (Maspion S-300), mikropipet (Dragonlab),
seperangkat alat maserasi dan peralatan gelas.

2.1.1 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain simplisia jamur kuping hitam,
metanol, aquadest, enzim a-amilase, akarbose, besi (111) klorida (FeClz), asam klorida (HCI),
asam asetat anhidrat (C4HsO3), serbuk magnesium (Mg), dimetil sulfoksida (DMSO),
dinatrium hidrogen fosfat (Na:HPO.), natrium dihidrogen fosfat (NaH2POa), natrium
hidroksida (NaOH), amilum (pati beras), kloroform, etil asetat.

2.2 Prosedur Penelitian
2.2.1 Determinasi Tanaman

Jamur Kuping Hitam ini didapatkan dari Dusun Karangjuwet, Desa Donowarih,
Kecamatan Karangploso, Kabupaten Malang, Jawa Timur didetermiasi di Laboratorium
Biologi Universitas Negeri Semarang, Jawa Tengabh.

2.2.2 Preparasi Sampel

Simplisia kering jamur kuping hitam dilakukan pembuatan serbuk dengan cara
diblender. Kemudian diayak dengan menggunkan ayakan no 40 [16].

2.2.3 Ekstraksi

Serbuk simplisia jamur kuping hitam 500 gram dimaserasi dengan metanol (1:5 b/v)
sebanyak 2500 mL selama 3x24 jam kemudian ekstraknya dilakukan penyaringan.
Diperoleh filrat dan residu, untuk residunya dilakukan remaserasi sebanyak 3 Kkali. Filtrat
yang diperoleh digabungkan, pelarut kemudian diuapkan dari filtrat yang dihasilkan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak kental jamur
kuping hitam. Kemudian dihitung rendemennya [17,18].
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2.2.4 Fraksinasi

Fraksinasi dilakukan dengan metode cair-cair menggunakan tiga pelarut yaitu air, etil
asetat dan kloroform berdasarkan tingkat kepolarannya menggunakan perbandingan (1:1).
Semua ekstrak kental jamur kuping hitam dilarutkan dengan air hangat sebanyak 200 mL
dan dimasukkan ke dalam corong pisah, serta kloroform dengan volume yang sama
ditambahkan kedalam corong pisah, dikocok kuat hingga diperoleh lapisan kloroform dan
lapisan air , kemudian kedua lapisan tersebut dipisahkan. Pada lapisan air, ditambahkan etil
asetat, dikocok kuat hingga diperoleh lapisan etil asetat dan lapisan air, kemudian kedua
lapisan tersebut dipisahkan. Masing-masing fase yang terbentuk kemudian dipisahkan dalam
wadah yang berbeda sehingga diperoleh larutan fraksi kloroform, etil asetat dan air. Fraksi
yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary evaporator dengan suhu 50°C. Kemudian
dihitung rendemennya [17,19].

2.2.5 Skrining Fitokimia
Alkaloid

Uji alkaloid dapat dilakukan dengan metode wagner test, yaitu dengan cara larutan
sampel fraksi jamur kuping hitam dimasukkan ke dalam plat tetes dan ditambahkan beberapa
tetes reagen wagner. Terbentuknya endapan cokelat kehitaman menunjukkan adanya
alkaloid [20].

Flavonoid

Larutan sampel fraksi jamur kuping hitam ditempatkan pada pelat tetes dan kemudian
ditambahkan bubuk magnesium dan HCI pekat. Terbentuknya warna merah-oranye
menunjukkan adanya flavonoid [21].

Saponin

Larutan sampel fraksi jamur kuping hitam ditambahkan ke dalam 10 mL akuades dan
dikocok dengan kuat selama 10 menit. Hasilnya positif jika terbentuk busa stabil setinggi 1-
10 cm dalam waktu tidak kurang dari 10 menit dan jika ditambahkan 1 tetes HCI 2 N, busa
tidak hilang [22].

Tanin

Uji tanin dilakukan denga metode ferric chloride test, yaitu dengan cara larutan fraksi
jamur kuping hitam sebanyak 1 ml ditambahkan 5% larutan besi klorida (FeCl3).
Pembentukan warna hitam-hijau atau hitam-biru menunjukkan adanya tanin [23].

Triterpenoid dan Steroid

Larutan sampel fraksi jamur kuping hitam ditempatkan di plat tetes kemudian
ditambahkan pereaksi Libermann-Bouchardat beberapa tetes. Terbentuknya warna hijau-
biru menandakan terdapat steroid serta jika terbentuk warna merah-ungu menandakan
terdapat triterpenoid [24].
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2.2.6 Uji Akrivitas Penghambatan Enzim a-amilase

Pengujian penghambatan fraksi jamur kuping hitam terhadap aktivitas enzim o-
amilase menggunakan metode DNS. Pembuatan larutan uji dapat dilihat pada Tabel 1 lalu
diukur absorbansinya menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 540 nm.

Tabel 1. Pengujian Aktivitas Penghambatan Enzim a-amilase

Larutan - Volume (uL)
Bl BO S1 SO Al A0
Sampel - - 150 150 - -
Akarbose - - - - 150 150
Dapar fosfat pH 6,9 400 800 250 650 250 650
Enzim a-amilase 400 - 400 - 400 -
Inkubasi 30 menit, suhu 37°C
Amilum 50 50 50 50 50 50
Inkubasi 30 menit, suhu 37°C
DNS 25 25 25 25 25 25

2.2.7 Analisis Data
Dari niliai absorbansi yang diperoleh dianalisis dengan menentukan persen inhibisi
menggunakan rumus sebagai berikut [25]:

3 3 3 — — —
% Inhibisi = [(—)_(—)B1 BO=(51=50 1X 100%
(B1-B0)

1)

Keterangan:

B1= absorbansi blanko;

BO: absorbansi kontrol blank;
S1: absorbansi sampel;

SO0: absorbansi kontrol sampel

Nilai 1Cso kemudian dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linier dimana
konsentrasi sampel menjadi sumbu X dan % inhibisi menjadi sumbu y. Nilai ICso dihitung
dengan menggunakan persamaan

Persamaan regresi yang dihasilkan digunakan untuk menentukan nilai ICso dengan
menggunakan rumus sebagai berikut [26]:
(50—a)

b

I€50 =
3)
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1. Ekstraksi dan Fraksinasi Jamur Kuping Hitam

Hasil persen rendemen ektrak kental jamur kuping hitam didapatkan sebesar 2,6%.
Bobot rendemen diperlukan untuk mengetahui berapa banyak ekstrak yang diperoleh selama
proses ekstraksi. Bobot rendemen berhubungan dengan metabolit sekunder yang terdapat
pada ekstrak. Semakin besar bobot rendemen maka jumlah metabolit sekuder yang terdapat
dalam sampel juga semakin banyak [27]. Dimana dari hasil rendemen yang diperoleh tidak
memenuhi persyaratan. Persyaratan hasil rendemen ekstrak kental ialah tidak kurang dari
10% [28]. Hasil rendemen yang diperoleh dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu proses
pengadukan ketika maserasi, jenis pelarut dan waktu saat ekstraksi. Pengadukan ketika
proses maserasi dapat mempengaruhi jumlah rendemen ekstrak yang dihasilkan. Semakin

lama waktu pengadukan, semakin tinggi juga rendemen ekstrak yang dihasilkan [29].

Tabel 2. Hasil Ekstraksi dan Fraksinasi Jmur Kuping Hitam

Sampel Berat Hasil Ekstrak (gram) %Rendemen
Ekstrak Jamur Kuping Hitam 13,073 2,61
Fraksi Kloroform 2,582 19,7
Fraksi Etil Asetat 1,721 13,167
Fraksi Air 1,252 9,576

Berdasarkan hasil pada Tabel 2, Persen rendemen yang diperoleh dari fraksinasi
menggunakan kloroform mendapatkan jumlah yang terbanyak diikuti dengan fraksinasi dari
etil asetat dan kemudian yang paling sedikit untuk menarik rendemen yaitu fraksinasi yang
menggunakan air. Hal ini disebabkan karena setiap pelarut mempunyai kemampuan yang

berbeda-beda dalam menarik senyawa pada saat proses fraksinasi [2].
3.2. Skrining Fitokimia

Hasil skrining fitokimia ditunjukkan pada Tabel 3, fraksi kloroform mengandung
metabolit sekunder steroid. Fraksi etil asetat mengandung metabolit sekunder flavonoid dan

fraksi air mengandung metabolit sekunder flavonoid.

Tabel 3. Hasil Uji Skrining Fitokimia Fraksi Jamur Kuping Hitam

Metabolit Sekunder Hasil Uji
Fraksi Fraksi Etil Asetat  Fraksi Air
Kloroform
Alkaloid - - -
Flavonoid - + +
Saponin - - -
Tanin - - -
Triterpenoid dan Steroid + - -

Keterangan: (+) = positif mengandung senyawa; (-) = negatif mengandung senyawa
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Pengujian alkaloid dilakukan dengan menggunakan pereaksi wagner. Hasil positif pada
uji wagner ditandai dengan terbentuknya endapan cokelat kehitaman. Endapan yang
terbentuk disebabkan karena adanya ikatan kovalen koordinasi antara ion logam K* dengan
alkaloid, sehingga terjadi pembentukan dan pengendapan kompleks kalium-alkaloid yang
mengendap [30]. Hasil pengujian menunjukkan bahwa beberapa fraksi menunjukkan hasil
negatif mengandung alkaloid.

Keberadaan flavonoid diuji dengan menggunakan bubuk Mg dan HCI. bubuk Mg dan
HCI ditambahkan pada setiap fraksi jamur kuping hitam dan terbentuk warna jingga pada
fraksi etil asetat dan air serta tidak terbentuk warna jingga pada fraksi kloroform, hal ini
menunjukkan bahwa sampel tersebut mengandung flavonoid. Senyawa flavonoid tereduksi
oleh serbuk Mg dan HCI sehingga terbentuk warna merah-jingga [31]. Reduksi senyawa
flavonoid yang terdapat dalam ekstrak dengan Mg?* dan HCI pekat akan membentuk
kompleks [Mg(OAr)®]* berwarna jingga. [32]. Warna tersebut merupakan garam flavilium
yang terbentuk dari penambahan HCI pekat dan serbuk magnesium. Larutan HCI dan
magnesium akan bereaksi dan mereduksi inti benzopiron pada struktur flavonoid [33].

Adapun persamaan reaksinya adalah sebagai berikut [21]:

IA 2 HC1 .
A O i ,,ﬂ —» Ao [/\ ﬂ
2T e 2O

Y g Y +MgCh

Flavonol

N

ge g L
MgCl+2 QYLA\/ " 2‘@ J]

Garam flavilium jingga

Gambar 1. Reaksi Favonoid dengan Mg dan HCI

Uji saponin dilakukan dengan menggunakan metode forth. terbentuknya busa pada
mengindikasikan terdapat glukosida pada fraksi yang memiliki kemampuan untuk
membentuk busa dalam air yang terhidrolisis menjadi gula serta senyawa lainnya. [22]. Hasil
uji skrining fitokimia menunjukkan bahwasannya semua fraksi tidak mengandung saponin
dikarenakan tidak terbentuk busa ketika dilakukan uji. Busa yang terbentuk disebabkan
karena saponin mengandung senyawa yang sebagian larut dalam air dan larut dalam pelarut
non polar, yang berperan sebagai surfaktan dan dapat menurunkan tegangan permukaan.
Ketika dikocok, gugus hidrofilik bergabung dengan air dan gugus hidrofobik dengan udara

membentuk busa. [31].
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Uji tanin menggunakan pereaksi FeCls. Hasil positif tanin ditunjukkan dengan
terbentuknya warna hitam-hijau atau hitam-biru pada sampel uji. Hasil penelitian ini
diketahui bahwasannya semua fraksi negatif mengandung tanin. Pada uji tanin, perubahan
warna disebabkan oleh adanya reaksi antara FeCls dengan gugus hidroksil yang terdapat
pada tanin. Penambahan FeCls menghasilkan warna hijau kehitaman yang menunjukkan
adanya tanin terkondensasi. Terbentuknya warna hijau kehitaman atau biru kehitaman
setelah ditambahkan dengan FeClz karena tanin akan membentuk senyawa kompleks dengan
FeCls [34,31].

Uji triterpenoid dan steroid menggunakan pereaksi Libermann-Bouchard. Prinsip
pengujian triterpenoid dan steroid didasarkan pada kemampuan triterpenoid dan steroid
untuk menghasilkan warna ketika asam sulfat pekat ditambahkan ke asam asetat. Jika
menghasilkan warna merah, menandakan positif triterpenoid dan positif steroid jika
menghasilkan warna hijau [21]. Dari hasil uji skrining fitokimia bahwasannya semua fraksi
menunjukkan hasil negatif triterpenoid karena tidak terbentuk warna merah (triterpenoid)
akan tetapi menunjukkan hasil positif pada steroid terbentuk warna hijau. Pada uji steroid
menunjukkan hasil positif dikarenakan terdapat pelepasan air dan penggabungan dengan
karbokation. Reaksi dimulai dengan pelepasan gugus hidrogen dan elektronnya, akibatnya
ikatan rangkap berpindah. Senyawa beresonansi dan bertindak sebagai elektrofil dan
karbokation. Serangan karbokation menimbulkan penambahan elektrofilik dan diikuti oleh
pelepasan hidrogen. Gugus hidrogen dan elektronnya akan lepas, sehingga senyawa tersebut
mengalami pemanjangan konjugasi dan membentuk warna hijau. [22]. Adapun persamaan

reaksi dari uji steroid sebagai berikut [35]:

S sowmse. (I

Gambar 2. Reaksi Steroid dengan Libermann-Bouchard

3.3. Aktivitas Penghambatan Enzim a-amilase

Pengujian aktivitas penghambatan enzim a-amilase oleh fraksi kloroform, etil asetat dan

air jamur kuping hitam dialakukan secara in vitro dengan menggunakan microplate reader.
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Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan inhibisi enzim a-amilase dari fraksi
jamur kuping hitam dengan pelarut yang berbeda dalam menghidrolisis pati menjadi gula
yang sederhana. Penghambatan terhadap enzim a-amilase dapat menunda dan memperlama
waktu cerna karbohidrat sehingga menyebabkan penurunan laju absorbsi glukosa dan

mencegah peningkatan kadar gula postpandrial [36].

Uji aktivitas inhibisi enzim o-amilase dilakukan dengan mengukur total gula
pereduksi berdasarkan metode asam dinitrosalisilat (DNS) dengan menggunakan pati
sebagai substrat. Prinsip uji dengan metode DNS adalah dengan mengamati reaksi antara
maltosa dan glukosa dengan DNS, sehingga membentuk warna yang kompleks dengan

larutan uji dan menjadi indikator adanya gula pereduksi [37].

Dilakukan rangkaian pengujian pada beberapa kelompok, yaitu blanko, kontrol blanko,
sampel dan kontrol sampel. Sampel yang digunakan yaitu fraksi air, kloroform dan etil asetat
jamur kuping hitam serta akarbose. Penggunaan akarbosa sebagai pembanding karena
akarbose merupakan obat diabetik oral yang dapat dapat memperlambat penyerapan gula

setelah makan dengan menunda hidrolisis karbohidrat, disakarida dan absorpsi [36,38].

Pengujian aktivitas enzim o-amilase pada prosesnya dilakukan inkubasi pada suhu
37°C. Dilakukan inkubasi pada suhu 37°C karena suhu tersebut adalah suhu enzim a-amilase
dapat bekerja [36]. Pengujian ini menggunakan microplate reader sehingga diketahui nilai
absorbansi kontrol dan absorbansi sampelnya. Nilai absorbansi kontrol dan absorbansi
sampel tersebut digunakan untuk menghitung % inhibisi atau kemampuan menghambatnya.
Untuk mendapatkan persamaan regresi linier maka dibuat kurva baku antara % inhibisi

fraksi jamur kuping hitam dan juga akarbose terhadap konsentrasi masing-masing.

Tabel 4. Hasil % Inhibisi Fraksi Enzim a-amilase Fraksi Jamur Kuping Hitam dan Acarbose

Konsentrasi (ppm) % Inhibisi (%)

Fraksi Fraksi Etil Asetat Fraksi Air Akarbos
Kloroform
50 5,88 16,6 15,38 18,1
100 11,76 25 15,38 27,2
200 17,64 33,3 30,76 36,3
400 23,52 41,6 30,76 454
600 29,41 50 46,15 54,5
800 35,29 58,3 53,84 63,6
1000 41,17 66,6 61,53 72,7

Fraksi kloroform, etil asetat dan air jamur kuping hitam yang memiliki aktivitas
penghambatan yang paling besar hingga yang terkecil berturut-turut dilihat dari nilai %
inhibisi pada konsentrasi 1000 ppm yakni fraksi etil asetat, fraksi air dan fraksi kloroform
sehingga mampu untuk menghambat enzim a-amilase. Aktivitas inhibitor a-amilase
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akarbose lebih baik dari fraksi jamur kuping hitam, karena dilihat dari nilai % inhibisi
akarbose pada konsentrasi 1000 ppm mempunyai nilai % inhibisi yang lebih besar yaitu
72,7% daripada fraksi kloroform, air dan etil asetat pada konsentrasi 1000 ppm yang
mempunyai nilai % inhibisi berturut-turut yaitu 41,17%, 66,6 % dan 61,53%. Semakin tinggi
konsentrasi sampel yang digunakan maka semakin tinggi aktivitas penghambatan enzim
[27]. Nilai % penghambatan yang diperoleh dihitung sehingga didapatkan nilai 1Cso untuk
setiap fraksi yang diuji.

Tabel 5. Hasil Nilai ICso Fraksi Jamur Kuping Hitam dan Akarbose

Sampel ICso (Lg/mL)
Fraksi Kloroform 166,398
Fraksi Etil Asetat 99,606
Fraksi Air 99,714
Akarbose 99,570

ICs0 merupakan jumlah konsentasi penghambat yang mampu menghambat enzim o-
amilase hingga 50% [39]. Semakin kecil nilai ICso menunjukkan aktivitas penghambatan
semakin tinggi dan baik [37]. Nilai ICso dibagi menjadi 5 kategori: sangat kuat, jika ICso <50
pg/mL, kuat jika 1Cs0 50-100 pg/mL, sedang jika 1Cso 101-150 pg/mL, lemah jika 1Csg 151-
200 pg/mL dan sangat lemah, jika 1Cso >200 pg/mL [40].

Fraksi jamur kuping hitam dengan nilai 1Cso terbaik adalah fraksi etil asetat dengan nilai
99,606 pg/mL yang masuk kategori penghambatan kuat. Fraksi air menunjukkan hasil nilai
ICso sebesar 99,714 pg/mL yang termasuk dalam kategori kuat, dan fraksi kloroform
menunjukkan nilai 166,398 pg/mL yang termasuk dalam kategori lemah. Akarbose pada
penelitian ini digunakan sebagai pembanding dalam melihat aktivitas inhibisi enzim a-
amilase. Dikarenakan akarbose adalah obat antidiabetes, terutama pada diabetes melitus tipe
2 yang dapat menghambat kerja enzim a-amilase, dengan demikian menunda pencernaan
karbohidrat, mengurangi penyerapan glukosa serta mencegah kenaikan glukosa plasma

postprandial [41].

Fraksi etil asetat masuk kategori penghambatan kuat terhadap enzim a-amilase.
Berdasarkan hasil skrining fitokimia, fraksi etil asetat mengandung senyawa flavonoid.
Quercetin dan galangin termasuk flavonoid dari kelompok flavonol yang dibuktikan
penghambatannya terhadap enzim a-amilase dengan nilai ICsp masing-masing sebesar 57,37
pg/mL dan 4,52 pg/mL [42-44]. Flavonol merupakan flavonoid yang bersifat kurang polar,
sehingga dapat ditarik dengan pelarut yang memiliki polaritas rendah seperti etil asetat [45].
Hal tersebut menunjukkan bahwa senyawa quercetin dan galangin diduga banyak tertarik

pada fraksi etil asetat. Senyawa-seyawa tersebut menunjukkan bahwa adanya penghambatan
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terhadap enzim oa-amilase. Mekanisme penghambatan enzim a-amilase tersebut terjadi
dimana sisi aktif dari enzim a-amilase berikatan dengan senyawa yang terdapat dalam fraksi
etil asetat yang mengakibatkan enzim tidak dapat berikatan dengan pati sebagai substrat
sehingga proses absobsi terhambat dan kadar glukosa dalam darah menurun [3].

Fraksi air tergolong sebagai penghambat kuat terhadap enzim a-amilase. Hal tersebut
dikarenakan adanya kandungan fitokimia yang memiliki potensi dalam dapat menghambat
enzim o-amilase. Diketahui bahwa senyawa baicalein dan oroxylin yang masuk dalam
golongan flavonoid yang diisolasi dengan mengunakan pelarut polar dan memiliki aktivitas
penghambatan enzim a-amilase masing-masing sebesar 46,78 pg/mL dan 3,3 pg/mL.
[45,46]. Flavonoid baicalein dan oroxylin merupakan Senyawa yang berperan dalam
penghmabatan enzim a-amilase dalam fraksi air. Dimana mekanismenya sama seperti yang
telah dijelaskan sebelumnya yaitu flavonoid akan menempel pada sisi aktif enzim sehinggga
menghambat pati sebagai substrat untuk berikatan dengan enzim a-amilase yang
menyebabkan hidrolisis karbohidrat menjadi glukosa dalam usus terhambat dan kadar

glukosa dalam darah menurun [3,15].

4. KESIMPULAN

Dari penelitian ini dapat diambil kesimpulan bahwasannya fraksi etil asetat dan fraksi
air jamur kuping hitam (Auricularia polytricha) memiliki aktivitas dalam menurunkan
kadar glukosa dalam darah melalui penghambatan enzim a-amilase dan fraksi kloroform
memiliki aktivitas yang lemah dalam menurunkan kadar gula dalam darah melalui
penghambatan enzim a-amilase. Nilai 1Cso dari fraksi kloroform, fraksi etil asetat dan fraksi
air jamur kuping hitam (Auricularia polytricha) saat menghambat enzim a-amilase adalah
166,398 pg/mL; 99,606 pg/mL; 99,714 pg/mL. Fraksi kloroform masuk kategori lemah,
sedangkan fraksi etil asetat dan fraksi air masuk kategori kuat. Fraksi yang menunjukkan

aktivitas penghambatan terbesar terhadap enzim a-amilase adalah fraksi etil asetat.
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