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ABSTRAK

Diabetes adalah penyakit multifaktor yang insidensinya meningkat dengan pesat
di negara berkembang. Diabetes mellitus (DM) tipe 2 adalah jenis diabetes yang paling
umum ditemui, dimana penyakit ini erat kaitannya dengan kemajuan industri dan
teknologi sehingga mempengaruhi gaya hidup seseorang. Penanggulangan penyakit ini
dapat dilakukan dengan menghambat aktivitas a-glukosidase. Beberapa
mikroorganisme terutama dari sumber air panas dapat dimanfaatkan sebagai penghasil
senyawa inhibitor a-glukosidase. Pada penelitian sebelumnya isolat Bacillus megaterium
ITU 9 merupakan isolat yang diisolasi dari sumber air panas. Pada penelitian ini diuji
kemampuan isolat Bacillus megaterium ITU 9 sebagai penghasil inhibitor a-glukosidase
dengan metode sumur. Daya persen inhibisi supernatan B. megaterium ITU 9 terhadap
kerja enzim a-glukosidase adalah sebesar 46,67%, sedangkan daya persen inhibisi
acarbose yaitu 70%. Dalam hal ini B. megaterium ITU 9 termofilik memiliki daya inhibisi
terhadap enzim a-glukosidase.

Kata Kunci: Bakteri Termofilik, Inhibitor, Akarbose, Metode Sumur, Persen Inhibisi

ABSTRACT

Diabetes is a multifactorial disease whose incidence is increasing rapidly in
developing countries. Diabetes mellitus (DM) type 2 is the most common type of diabetes,
where this disease is closely related to industrial and technological advances, thus affecting
a person's lifestyle. This disease can be controlled by inhibiting a-glucosidase activity.
Several microorganisms, especially from hot springs, can be used to produce a-glucosidase
inhibitor compounds. In previous research, the Bacillus megaterium 1TU 9 isolate was an
isolate isolated from hot springs. In this study, the ability of the Bacillus megaterium ITU 9
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isolate to produce a-glucosidase inhibitors was tested using the well method. The percent
inhibition power of B. megaterium ITU 9 supernatant on the action of the a-glucosidase
enzyme was 46.67%, while the percent inhibition power of acarbose was 70%. In this case,
the thermophilic B. megaterium ITU 9 has inhibitory power against the a-glucosidase

enzyme.

Keywords: Inhibitor, Thermophilic Bacteria, Acarbose, The Well Method, The Percent

Inhibition

I.  PENDAHULUAN
Bakteri  termofilik  merupakan
bakteri yang hidup di lingkungan dengan
suhu 45-55°C, sudah memiliki kemampuan
resisten dan adaptasi terhadap lingkungan
bersuhu tinggi. Menurut Octarya et al.
(2022), mikroba  yang

kemampuan termofilik merupakan mikroba

memiliki

yang hidup di lingkungan dengan suhu 45
hingga 80°C seperti wilayah sumber air
panas, pedalaman laut, tanah, dan pupuk
kompos. Bakteri merupakan mikroba
dengan populasi terbanyak yang hidup di
lingkungan ekstrim seperti sumber air
panas. Roy et al. (2020) berhasil
mengisolasi bakteri dari sumber air panas
Trans-Himalayas sebanyak 64 isolat
dengan family Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria,
Spirochates, Cyanobacteria, Tenericutes,
dan Firmicutes.

Alrumman et al. (2018) menyatakan
bahwa bakteri termofilik mengeluarkan
senyawa metabolit antimikroba seperti
cyclohexyl acrylate, imiloxan, tabtoxinine-
fS-lactam, nicotinyl alcohol, mephenesin,

etomidate, L-menthyl lactate, (3-
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aminopropyl) dibutylborane, filbertone,
dan 1-dotriacontanol. lgarashi et al. (2019)
juga menyatakan tentang senyawa
metabolit dari Thermosporothrix
hazakensis yaitu ktedonoketone dan sebuah
senyawa a-diketone: 2’-0xosattabacin.
Berdasarkan hal ini bakteri termofilik dapat
dimanfaatkan sebagai penghasil senyawa
metabolit  dengan  aktivitas  seperti
antihipertensi, antidiabetes berupa inhibitor
a-glukosidase, dan antibakteri.

Inhibitor a-glukosidase merupakan
senyawa yang dapat menghambat hidrolisis
karbohidrat yang dikonsumsi dari makanan
dan minuman, dan mencegah penyerapan
glukosa di usus halus sehingga kadar
glukosa di dalam darah dapat terjaga.
Inhibitor a-glukosidase merupakan agen
jenis baru sebagai antidiabetes (Simamora
et al., 2019). Diabetes adalah penyakit
multifaktor yang insidensi nya meningkat
dengan pesat di negara berkembang.
Diabetes mellitus (DM) tipe 2 adalah jenis
diabetes yang paling umum ditemui,
dimana penyakit ini erat kaitannya dengan
kemajuan industri dan teknologi sehingga

mempengaruhi gaya hidup seseorang. Gaya
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hidup yang tidak sehat seperti konsumsi
makanan kaya gula sederhana, tidak
berolahraga, dan tingkat stress yang tinggi
adalah beberapa faktor pemicu diabetes tipe
2. Diabetes mellitus tipe 2 merupakan
penyakit yang mana tubuh tidak sensitif
dengan hormon insulin dan glukagon yang
dihasilkan oleh sel B-pankreas. Pengobatan
diabetes telah banyak digunakan oleh
penderita seperti acarbose dan metformin
yang dijual secara komersil.

Akan tetapi beberapa laporan
menyebutkan bahwa konsumsi  obat
tersebut dapat menimbulkan efek samping
seperti diare dan kembung pada perut
(Kumar et al., 2018; Nyenwe et al., 2011).
Pencarian senyawa inhibitor a-glukosidase
dari sumber daya alam telah meningkat
dilakukan oleh para peneliti khususnya di
dalam bidang farmasi dan bioteknologi.
Inhibitor a-glukosidase sebagai senyawa
yang paling efektif untuk mengurangi
dampak hiperglikemia pasca-prandial
(PPHG) dari semua obat antidiabetes
(Sarjono et al.,, 2020).

mikroorganisme menunjukkan aktivitas

Beberapa

alfa glukosidase, terutama kelompok
bakteri, seperti Bacillus sp. (Simon et al.,
2023).

Isolat Bacillus megaterium ITU 9
merupakan bakteri yang diisolasi oleh
Ginting et al. (2023) dari sumber air panas
yang berjarak 50 km dari kota Medan,
Sumatra Utara dengan titik koordinat
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3°1324.97728 N" dan 98°31'1.38792 E".
Pada penelitian ini isolat tersebut akan diuji
sebagai penghasil inhibitor a-glukosidase
dengan metode sumur. Pemanfaatan bakteri
sebagai penghasil inhibitor a-glukosidase,
baik itu bakteri yang diisolasi dari
makanan, usus, dll. Kim et al. (2023)
aktivitas  Bacillus

berhasil  menguji

coagulans  sebagai inhibitor  alfa
glukosidase. Gao et al. (2022) juga telah
menguji aktivitas Bacillus
amyloliquefaciens sebagai inhibitor o-
glukosidase dan diketahui senyawa aktif

tersebut merupakanl-deoxynojirimycin.

1. METODE

A. Bahan dan Alat penelitian
Pada penelitian ini menggunakan
isolat Bacillus megaterium ITU 9 yang
diisolasi oleh Ginting et al. (2023) dimana
isolat ini merupakan isolat termofilik suhu
45°C. Media Nutrient Agar (NA) (Merck®
KGaA) dan Nutrient Broth (NB) (Merck®
KGaA). Pada uji inhibisi o-glukosidase
digunakan sukrosa sebagai substrat, enzim
komersial berupa enzim a-glukosidase
kasar (crude®), larutan dapar pospat
(Merck® KGaA) pH 7, aquadest. Alat yang
digunakan adalah cawan petri, tabung
reaksi, Beaker gelas (Pyrex®), Erlenmeyer
(Pyrex®), timbangan analitik (Shimadzu®),
hotplate & stirrer (IKA®), autoklaf
(Himaraya®), BIOBASE Biochemistry
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Science Cabinet 1l (BSC), instrumen

Smartreader™ 96, mikroplate 96 sumur.

B. Prosedur

Isolat Bacillus megaterium ITU 9
ditumbuhkan dan diremajakan di media NA
selama 24 jam dan kemudian diinokulasi ke
media NB dengan volume 25 ml. Setelah
diinokulasi selama 24 jam di media NB,
media disonifikasi selama 5 menit. Setelah
itu media disentrifugasi selama 15 menit
dengan kecepatan agitasi 4500 rpm.
Supernatan diambil dengan cara dituang
dan disaring menggunakan mikro filter

steril. Supernatan ini yang akan diuji
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sebagai inhibitor o-glukosidase dengan
metode sumur menggunakan instrumen
Smartreader™ 96 pada panjang gelombang
405 nm menggunakan mikro plate (96
sumur). Enzim o-glukosidase (crude)
dibuat menjadi larutan dengan konsentrasi
10 U/ml dalam dapar pospat pH 7. Substrat
yang digunakan adalah sukrosa Ouassou et
al. (2018) dibuat dengan konsentrasi 50
mM. Berikut Tabel | berupa campuran
komposisi dan rancangan reaksi dari uji
inhibitor a-glukosidase (Susilowati et al.,
2019). Perlakuan yang dilakukan terhadap

kontrol positif yaitu acarbose.

Tabel I. Campuran komposisi dan rancangan reaksi pada uji inhibitor
a-glukosidase
Campuran komposisi

Ao (L) A1 (uL) Alo (uL) Al1 (L)

Supernatan - - 2 2
Media NA 2 2 - -
Dapar pospat pH 7 48 48 48 48
Enzim - 25 - 25
Inkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit

Dapar pospat pH 7 25 - 25 -
Substrat 25 25 25 25
Inkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit

Na2.CO3 100 100 100 100

Rumus menghitung persentase inhibisi menggunakan rumus Shai et al. (2010) with codes Az,
Ao, Alp, Al1:

Abs. sampel uji total = Abs. sampel uji — Abs. Al.

% uji aktivitas = Abs. sampel uji total / Abs. kontrol positif x 100%.

Absorbansi sampel uji total = Absorbansi sampel uji + sukrosa + crude enzim.

Absorbansi A1 = Absorbansi sampel uji + sukrosa.

I11. HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil uji inhibitor a-glukosidase

aktivitas enzim a-glukosidase untuk
menghidrolisis sukrosa. Daya persen
diperoleh dari supernatan isolat B. inhibisi supernatan B. megaterium ITU 9
megaterium ITU 9. Supernatan tersebut terhadap kerja enzim a-glukosidase adalah

diuji aktivitasnya untuk menghambat sebesar 46,67%. Nilai tersebut berbeda dari
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daya persen inhibisi acarbose yang
diperoleh dari penelitian ini yaitu 70%.

Pada penelitian ini dilakukan uji
inhibitor «a-glukosidase dari isolat B.
megaterium ITU 9, dimana isolat tersebut
merupakan hasil isolasi dari sedimen
sumber air panas yang ada di Sumatra
Utara, Indonesia (Ginting et al., 2023).
Bacillus megaterium ITU 9 memiliki
bentuk sel basil, gram positif, dan berwarna
opaque (Ginting et al., 2023). Bersamaan
dari hasil Wu et al. tersebut B. megaterium
ITU 9 diperoleh dari sedimen sumber air
panas.

Bacillus megaterium ITU 9 ini
tumbuh di suhu 45°C di media Nutrient
Agar (NA). B. megaterium ITU 9 telah diuji
dari uji pewarnaan gram, hingga
kemampuannya  dalam  menghambat
patogen E.coli dan S. aureus. Bakteri yang
hidup di lingkungan bersuhu tinggi
memiliki penyusun sel dari pembentuk
DNA hingga protein berbeda dengan
bakteri pada umumnya yang hidup di suhu
37°C.

Inhibitor  a-glukosidase (alpha
glucosidase inhibitor, AGI) adalah salah
satu senyawa antidiabetes yang beraktivitas
dengan menghambat kerja enzim o-
glukosidase. Struktur dari AGI hampir
serupa dengan substrat enzim glukosidase
berupa disakarida atau oligosakarida, dapat
terikat pada sisi aktif dari enzim
glukosidase (Hossain et al., 2020).

Volume 11, Nomor 1 (2024)

165

Makanan yang diserap usus dilakukan
pengurangan penyerapan karbohidrat,
dimana hal ini merupakan sebuah
pendekatan terapeutik bagi hiperglikemia
postpandrial. Polisakarida kompleks dari
makanan akan dihidrolisis enzim amylase
menjadi dekstrin. Kemudian selanjutnya
dekstrin  dihidrolisis oleh enzim a-
glukosidase menjadi glukosa, sebelum
memasuki  sirkulasi darah  melewati
penyerapan  epitelium.  Enzim  a-
glukosidase mengkatalisis pemotongan
ikatan glikosidik pada oligosakarida.
Jumlah  enzim  a-glukosidase  yang
beraktivitas bergantung pada jumlah,
konfigurasi, dan posisi gugus hidroksil di
dalam molekul glukosa. Aktivitas enzim
glukosidase adalah aktivitas yang penting
bagi beberapa reaksi biokimia. Oleh karena
itu hiperglikemia yang mana konsentrasi
glukosa pada darah tinggi melebihi keadaan
normal seperti yang terjadi pada penderita
diabetes, menurunkan aktivitas enzim a-
glukosidase dapat mengatasi kondisi
hiperglikemia karena jumlah monosakarida
yang dapat diserap usus menjadi berkurang
(Febrinda et al., 2013).

Pada uji inhibitor a-glukosidase,
suhu inkubasi yang digunakan adalah 37°C,
agar sesuai dengan kondisi aktivitas
biologis sel tubuh manusia. Penyesuaian ini
dilakukan untuk  menguji  keaktifan

supernatan  pada keadaan tersebut

menghambat kerja enzim a-glukosidase.
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Enzim dari manusia aktif pada suhu tubuh
37°C, dan masih dapat mempertahankan
strukturnya pada suhu 45°-55°C (Wahyuni,
2017). Dengan demikian senyawa inhibitor
a-glukosidase memang optimal diperoleh
dari bakteri termofilik. Pada suhu tinggi
senyawa inhibitor a-glukosidase masih
bertahan dan mampu bersaing dengan
enzim o-glukosidase.

Glukosa pada tubuh terdapat di
dalam darah, dimana darah memiliki pH
6,8-7. Penggunaan pH pada uji inhibitor a-
glukosidase ini juga menggunakan pH 7.
Hal ini untuk menyesuaikan keadaan pH di
dalam mikroplate uji dengan keadaan pH di
darah. Perubahan dari pH dari nilai
optimum dapat menurunkan aktivitas
karena adanya perubahan ionisasi gugus
fungsi dari sisi aktif enzim (Wahyuni,
2017). pH optimum pada sel makhluk
hidup biasanya adalah 6,8, namun setiap
lingkungan enzim beraktivitas memiliki
perbedaan, seperti pH lambung adalah
sekitar 2,0.

Proses inhibisi kerja enzim dapat
berupa irreversibel dan  reversibel.
Irreversibel merupakan aktivitas inhibitor
mengikat dan merusak gugus fungsi pada
sisi aktif enzim. Reversibel merupakan
mengikatnya inhibitor ke enzim dimana
struktur inhibitor memiliki kesamaan
dengan substrat. lkatan antara inhibitor
dengan enzim merupakan nonkovalen,

kedua senyawa tersebut dapat putus dan
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kembali ke bentuk semula (Ischak et al.,
2017).

Tomasik et al. (2012) menyatakan
bahwa genus Bacillus sp. mampu
menghasilkan enzim o-amilase beserta
turunannya. Seiring dengan penelitian ini,
isolat C3 yang merupakan isolat dari kulit
kayu manis, memberikan daya inhibisi a-
glukosidase sebesar 45,63% (Sarjono et al.,
2020). Sarjono et al. (2020) menyatakan
bahwa  konsentrasi  inhibitor  yang
digunakan pada uji inhibisi enzim sangat
berpengaruh, agar dapat bersaing dengan
jumlah unit enzim yang ada. Jumlah
molekul inhibitor yang kurang dari jumlah
unit enzim tidak akan mampu membentuk
kompleks dengan enzim yang akan
diinhibisi. Dengan demikian proses inhibisi
kompetitif dari supernatan B. megaterium
ITU 9 pada penelitian ini menjadi rendah
dan diperoleh daya inhibisi kurang dari
50%. Sarjono et al. (2020) menyatakan
proses inhibisi kompetitif akan
menghasilkan nilai optimum apabila
konsentrasi  inhibitor tinggi, dengan
demikian dapat menutup sisi aktif dari pada
enzim. Di sisi lain kemungkinan B.
megaterium IUT 9 menghasilkan enzim -
amilase juga ada, sehingga menjadi faktor
menurunkan daya inhibisi yang dihasilkan.

Pada proses fermentasi, mikroba
diberikan sumber nutrisi yang dapat
tersebut

menginduksi mikroba

mengeluarkan senyawa metabolit.
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Metabolit  tersebut  dihasilkan  dari
rangsangan membran terhadap lingkungan
sehingga reseptor dapat merespon dan gen
penghasil  metabolit  tersebut  dapat
berekspresi. Ekspresi gen ini tentunya
diawali dari induser pada sumber nutrisi
mikroba, jika tidak ada kesesuaian dengan
metabolit yang diinginkan maka metabolit
tersebut tidak akan diekspresikan. Jumlah
molekul inhibitor a-glukosidase sedikit
dapat dipengaruhi karena tidak adanya
induser pada media nutrisi  mikroba

(Nofiani et al., 2009).

IV. KESIMPULAN
Kesimpulan dari penelitian ini
adalah bahwa isolat B. megaterium ITU 9
termofilik memiliki kemampuan
menghasilkan senyawa metabolit sebagai
inhibitor enzim «a-glukosidase dengan

persentase inhibisi 46,67%.
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