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ABSTRACT

Inhibiting a-amylase enzymes work is an effort to minimize diabetes mellitus.The enzyme will
not hydrolyze carbohydrates so it can reduce the absorption of glucose. The purpose of this
research is to know the ability of water extract of red kidney beans (Phaseolus vulgaris 1.) in
inhibiting the enzyme a-amylase in the breakdown of carbohydrates. The study was described
with three repetitions of the treatment. The a-amylase enzyme activity of enzyme tested. A
water extract of red kidney beans tested a-amylase enzyme activity inhibitor with the variation of
a concentration of 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 7.5 mg/ml, 10 mg/ml, and 12.5 mg/ml. Acarbose as
control. The value of the linear regression equation put on from the standard curve to obtain the
starch sugar levels a reduction was formed. The less reduction sugar, showed an inhibitory
enzyme of a-amylase. Research data shown at the mean + SD. Results showed a-amylase
enzyme activity of 4776.63 U/ml. Samples were given treatment to a water extract of red kidney
beans with a concentration of 2.5 mg/ml and 5 mg/ml did not show the presence of the sugar
reduction. While the sugar reduction formed on samples that have been given a water extract of
red kidney beans on the concentration of 7.5 mg/ml, 10 mg/ml, and 12.5 mg/ml with reduction
sugar level amounted to 2.13 mg/ml, 3.75 mg/ml, and 40.79 mg/ml. When compared to the drug
control, i.e. Acarbose, reduced sugar levels (27 mg/ml) larger than a water extract of red kidney
beans on the concentration of 7.5 and 10 mg/ml, but smaller than the water extract of red kidney
beans at concentrations of 12.5 mg/ml. A water extract of red kidney beans with a concentration
2.5 mg/5 mg/ml and ml have the ability as the enzyme a-amylase inhibitor, indicated by the
formation of sugar no reduction in the sample.
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ABSTRAK

Salah satu cara menanggulangi diabetes mellitus yaitu dengan menghambat kerja enzim a-
amilase yang menghidrolisis karbohidrat sehingga mengurangi absorbsi glukosa. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan ekstrak air kacang merah (Phaseolus
vulgaris L.) dalam menghambat enzim a-amilase dalam memecah karbohidrat. Penelitian ini
bersifat deskriptif dengan dilakukan pengulangan perlakuan sebanyak 3x. Enzim a-amilase diuji
aktivitas enzimnya. Ekstrak air kacang merah diuji aktivitas enzim a-amilase inhibitor dengan
variasi konsentrasi 2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 7,5 mg/ml, 10 mg/ml, dan 12,5 mg/ml. Acarbose
sebagai kontrol. Nilai tersebut dimasukkan pada persamaan regresi linear dari kurva standar
pati untuk mendapatkan kadar gula reduksi yang terbentuk. Semakin sedikit gula reduksi yang
terbentuk menunjukkan adanya penghambatan enzim a-amilase. Data penelitian ditampilkan
pada mean = SD. Hasil penelitian menunjukkan aktivitas enzim a-amilase sebesar 4776,63
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U/ml. Sampel yang diberi perlakuan ekstrak air kacang merah dengan konsentrasi 2,5 mg/mi
dan 5 mg/ml tidak menunjukkan adanya gula reduksi. Sedangkan gula reduksi terbentuk pada
sampel yang telah diberi ekstrak air kacang merah pada konsentrasi 7,5 mg/ml, 10 mg/ml, dan
12,5 mg/ml dengan kadar gula reduksi sebesar 2,13 mg/ml, 3,75 mg/ml, dan 40,79 mg/ml. Jika
dibandingkan dengan kontrol obat yaitu Acarbose, kadar gula reduksi (27 mg/ml) lebih besar
dibandingkan ekstrak air kacang merah pada konsentrasi 7,5 dan 10 mg/ml, namun lebih kecil
dibandingkan dengan ekstrak air kacang merah pada konsentrasi 12,5 mg/ml. Ekstrak air
kacang merah dengan konsentrasi 2,5 mg/ml dan 5 mg/ml memiliki kemampuan sebagai enzim
a-amilase inhibitor yang ditunjukkan dengan tidak terbentuknya gula reduksi pada sampel.

Kata kunci: ekstrak air kacang merah; enzim a-amilase inhibitor

PENDAHULUAN

Diabetes mellitus merupakan penyakit kronis yang terjadi karena adanya masalah pada
pankreas yang tidak dapat memproduksi insulin secara cukup atau ketika tubuh kehilangan
kemampuan secara efektif untuk memproduksi insulin (Jabir dan Iraby, 2014).Penyakit diabetes
mellitus sudah menjadi penyakit pembunuh nomor tiga di Indonesia. Prevalensi orang dengan
diabetes di Indonesia menunjukkan kecenderungan meningkat, yaitu dari 5,7% tahun 2007,
menjadi 6,9% tahun 2013 (Rafika, 2016). Salah satu cara menangulangi diabetes mellitus yaitu
dengan menghambat kerja enzim yang menghidrolisis karbohidrat sehingga mengurangi
absorbsi glukosa.

Salah satu enzim yang berperan penting dalam pemecahan oligosakarida dan
disakarida menjadi monosakarida sehingga siap untuk diabsorbsi adalah enzim a-amilase.
Penghambatan terhadap enzim a-amilase dapat menunda dan memperlama waktu cerna
karbohidrat, menyebabkan penurunan laju absorbsi glukosa dan mencegah peningkatan kadar
plasma glukosa postpandrial (de Sales et al. 2012). Beberapa jenis bahan alam diketahui
memiliki aktivitas sebagai enzim a-amilase inhibitor yaitu pada ekstrak air kulit buah dan biji
okra (Abelmoscus esculentues (L.) Moench) (Sabitha et al. 2012), ekstrak etanol oat, beras,
dan gandum (Pagnussatt et al., 2011), ekstrak methanol Cinnamomum zeylanicum, Artocarpus
altilitis, Piper betel, dan Artocarpus heterophyllus (Nair et al.,2013), ekstrak air daun
Tamarindus indica, ekstrak air batang dan akar Catharanthus roseus dan Caesalpinia
bonducella (Bhutkar dan Bhise, 2012).

Kacang merah atau red kidney bean (Phaseolus vulgaris L.) diketahui memiliki
kemampuan untuk menurunkan kadar gula darah. Menurut penelitian Naraswari (2005), ekstrak
kacang merah dapat menurunkan kadar gula darah tikus putih wistar dari 193,000 mg/dI
menjadi 130,088 mg/dl. Ekstrak kacang merah dengan dosis 0,063 g/200 g berat badan, 0,126
g/200 g berat badan, dan 0,252 g/20 g berat badan, mampu menurunkan kadar glukosa darah

tikus wistar jantan yang diberi beban gukosa (Igbal et al. 2015). Ekstrak air daun kacang merah
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merah dengan dosis 400 mg/kg berat badan dapat menurunkan kadar gula darah tikus wistar
yang diinduksi alloksan (Luka et al. 2013). Ekstrak kasar white kidney bean (Phaseolus
vulgaris) menunjukkan aktivitas penghambatan pada a-amilase pankreas dan a-amilase yang
terdapat pada ludah manusia (Tadros et al. 2014). Penelitian terhadap aktivitas a-amilase
inhibitor pada esktrak air kacang merah perlu dilakukan untuk menanggulangi diabetes mellitus
karena tidak menggunakan pelarut yang mahal, sehingga mudah diaplikasikan penggunaanya

untuk masyarakat luas.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan yaitu kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) yang diperoleh dari
Minimarket Vegan. Akuades, enzim a-amilase merk Liquozyme Supra berasal dari Lapak Sagu,
buffer fosfat pH 7 berasal dari Panadia, pati, kertas saring Whatman No. 1 didapat dari CV.
Makmur Sejati, dan reagen Nelson Somogy berasal dari Chemix Yogyakarta. Alat yang
digunakan yaitu oven merek Memmert, blender, magnetic stirrer merek Thermo Scientific
S131125Q Cimarec, sentrifuse merek Wina Instrument Type 501, erlenmeyer, gelas ukur,
neraca analitik merek Mettler Toledo, ayakan 80 mesh, spektrofotometer merek Genesys 10S

UV-Vis, inkubator merek Memmert, tabung reaksi, dan penangas air.

Pembuatan Ekstrak Air Kacang Merah (modifikasi Bhutkar dan Bhise, 2012)

Kacang merah kering lalu ditepungkan dan diayak dengan ayakan 80 mesh. 50 g tepung
kacang merah ditambahkan 200 ml akuades. Lalu diletakkan pada rotary shaker selama 4 jam.
Larutan tersebut kemudian disentrifuse pada 4000 rpm selama 10 menit. Diambil supernatant
(bagian cair). Ekstrak air lalu dikeringkan pada suhu 60°C untuk membentuk residu serbuk.
Serbuk hasil pengeringan dilarutkan pada pelarut untuk tahap selanjutnya.

Pengujian Aktivitas Enzim a-Amilase (modifikasi Wahyuni, 2015)

Larutan pati (substrat) dibuat dengan konsentrasi 10 mg/ml. Masing-masing konsentrasi
diambil 3,5 ml ditambahkan 3,5 ml buffer fosfat pH 7 pada tabung reaksi. Disiapkan blangko
berupa campuran akuades dan buffer fosfat pH 7 sebanyak 7 ml. Ditambahkan 1 ml enzim a-
amilase pada larutan pati. Larutan pati dan blangko diinkubasi 37°C selama 30 menit.
Ditambahkan HCI 1 N sebanyak 1 ml. Ditambahkan 1 ml larutan iodine (yang sudah diencerkan

100x). Jika keruh atau terbentuk gumpalan, saring terlebih dahulu. Hasil penyaringan ditera
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absorbansinya pada panjang gelombang 620 nm, spektrofotometer UV Vis. Kurva standar pati
dibuat dengan variasi konsentrasi larutan pati 2, 4, 6, 8, dan 10 mg/ml.
Aktivitas enzim (unit/ml) = D [(Ro — R)/Ro] x 100

Pengujian Enzim a-Amilase (modifikasi Bhutkar and Bhise, 2012)

1 ml ekstrak air (konsentrasi 2,5, 5, 7,5, 10, dan 12,5 mg/ml) ditambahkan 1 ml (1 %
b/v) larutan pati, lalu dilakukan pre-inkubasi dengan 1 ml enzim a-amilase (pengenceran 100x).
Campuran diinkubasi pada 37°C selama 10 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan 1 ml
reagen Nelson. Campuran itu lalu dipanaskan dalam air mendidih selama 20 menit. Didinginkan
pada suhu 25°C. Ditambah 1 ml arsenomolibdat. Lalu, ditambah 7 ml akuades. Blanko
disiapkan tanpa ekstrak dan tanpa enzim a-amilase dalam buffer fosfat pH 7. Pengukuran
absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 540 nm. Kurva standar berasal dari pati sebagai
equivalent maltose. Acarbose (obat anti diabetes) digunakan sebagai kontrol positif (1 tablet
dosis 50 mg dilarutkan dalam 10 ml akuades).

Analisa Data

Penelitian ini bersifat deskriptif dengan dilakukan pengulangan perlakuan sebanyak 3x.
Variabel penelitian ini meliputi variabel bebas berupa konsentrasi ekstrak air kacang merah dan
variabel terikat berupa aktivitas enzim a-amilase inhibitor. Hasil penelitian ditampilkan pada

mean = SD.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas Enzim a-Amilase

Pengujian aktivitas enzim a-amilase dilakukan untuk mengetahui kemampuan enzim a-
amilase untuk menghidrolisis pati menjadi gula sederhana. Produk akhir dari aksi a-amilase
adalah oligosakarida dengan panjang bervariasi serta a-konfigurasi dan a-limit deksrin yang
terdiri dari campuran maltose, maltotriosa, dan cabang oligosakarida (6-8 unit glukosa) yang
berisi ikatan a-1-4 dan o-1-6 (de Sales, et al. 2012).

Pada penelitian ini, aktivitas enzim a-amilase diamati sebagai penurunan intensitas
warna biru pada kompleks iodin-pati karena berkurangnya substrat pati akibat hidrolisis yang
dilakukan enzim a-amilase (Wahyuni, 2015). Pembuatan kurva standar pati digunakan untuk
menentukan jumlah pati tersisa pada pengujian aktivitas enzim a-amilase yang disajikan pada

Gambar 1. Kurva standar pati ini menggunakan 5 data konsentrasi larutan pati yaitu 2, 4, 6, 8,
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dan 10 mg/ml, dengan nilai R? yang mendekati 1 yaitu 0,92, sehingga data dianggap layak

untuk persamaan regresi linear.

0.25

y = 0.016x + 0.051
0.2 R*=0.92

0.1 —o—Series1

Absorbansi

——Linear (Series1)
0.05

0 5 10 15

Konsentrasi(mg/ml)

Gambar 1. Kurva Standar Larutan Pati

Pada pengujian aktivitas enzim a-amilase (Tabel 3) terjadi perbedaan nilai hasil
penelitian dengan Wahyuni (2015), hal ini terjadi karena dilakukan modifikasi prosedur terkait
pH buffer fosfat yang digunakan yaitu pH 7. pH akan mempengaruhi kondisi sisi aktif enzim
yang akan berikatan dengan substrat. Menurut Vengadaramana et al. (2014), pH optimum
untuk reaksi enzim a-amilase adalah pH 7 dalam buffer fosfat. Pada penelitian Wahyuni (2015)

tidak disebutkan pH buffer fosfat yang digunakan.

Tabel 1. Aktivitas Enzim a-Amilase

Jenis sampel Aktivitas Enzim a-Amilase
Hasil penelitian 4776,63 U/ml
Wahyuni (2015) 832,24 U/mi

Nilai pada kemasan 148,39 KNU/g

Enzim a-Amilase Inhibitor

Enzim a-amilase inhibitor berperan untuk mengikat dan menginaktifkan enzim a-
amilase. Penghambatan terhadap enzim a-amilase dapat menunda dan memperlama waktu
cerna karbohidrat, menyebabkan penurunan laju absorbsi glukosa dan mencegah peningkatan
kadar plasma glukosa postpandrial (de Sales et al. 2012). Pada penelitian ini, ekstrak air
kacang merah (Phaseolus vulgaris) digunakan sebagai enzim a-amilase inhibitor. Ekstrak air

kacang merah ditambahkan pada larutan pati yang telah diberi enzim a-amilase, diinkubasi
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selama 10 menit pada suhu 37°C, lalu direaksikan dengan reagen Nelson Somogy dan ditera
menngunakan spektrofotometer UV Vis pada panjang gelombang 540 nm untuk mendapatkan
nilai absorbansi. Nilai tersebut dimasukkan pada persamaan regresi linear dari kurva standar
pati untuk mendapatkan kadar gula reduksi yang terbentuk. Semakin sedikit gula reduksi yang
terbentuk menunjukkan adanya penghambatan enzim a-amilase.

0.64
0.63 y =0.008x + 0.531
0.62 R?2=0.822
0.61
0.6

0.59
058 —4—Series

Absorbansi

0.57 — Linear (Series1)
0.56
0.55
0.54

0 5 10 15

Konsentrasi (mg/ml)

Gambar 2. Hasil analisis kadar gula pereduksi sampel

Gambar 2 merupakan kurva standar pati dengan menggunakan 5 data konsentrasi
larutan pati yaitu 2, 4, 6, 8, dan 10 mg/ml, dengan nilai R? yang mendekati 1 yaitu 0,82,
persamaan regresi linear yang didapat yaitu y=0,0087x + 0,5316. Nilai x (kadar gula reduksi)
diperoleh dengan memasukkan data absorbansi sampel (y) pada persamaan regresi linear.

Pada pengujian enzim a-amilase inhibitor, sampel yang digunakan adalah larutan pati
yang diberi perlakuan ekstrak air kacang merah dengan 5 variasi konsentrasi yaitu 2,5, 5, 7,5,
10, dan 12,5 mg/ml, serta digunakan kontrol berupa obat Acarbose. Acarbose adalah salah satu
jenis obat antidiabetes terutama diabetes tipe 2 yang digunakan untuk menghambat kerja enzim
a-amilase sehingga menunda pencernaan karbohidrat, mengurangi absorpsi glukosa sehingga
mencegah naiknya glukosa plasma posprandial (de Sales et al., 2012). Obat ini membantu
menurunkan kadar gula dalam darah setelah makan (Alodokter, 2016). Pada terapi diabetes,
penggunaan Acarbose bisa dikonsumsi bersama dengan obat lainnya seperti insulin,
metformin, dan sulfonilurea sesuai dengan resep dokter (Alodokter, 2016).

Sampel yang diberi perlakuan ekstrak air kacang merah dengan konsentrasi 2,5 mg/ml

dan 5 mg/ml tidak menunjukkan adanya gula reduksi. Sedangkan gula reduksi terbentuk pada
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sampel yang telah diberi ekstrak air kacang merah pada konsentrasi 7,5 mg/ml, 10 mg/ml, dan
12,5 mg/ml dengan kadar gula reduksi sebesar 2,13 mg/ml, 3,75 mg/ml, dan 40,79 mg/ml. Jika
dibandingkan dengan kontrol obat yaitu Acarbose, kadar gula reduksi (27 mg/ml) lebih besar
dibandingkan ekstrak air kacang merah pada konsentrasi 7,5 dan 10 mg/ml, namun lebih kecil
dibandingkan dengan ekstrak air kacang merah pada konsentrasi 12,5 mg/ml. Kadar gula

reduksi pada sampel ditampilkan pada Gambar 3

Kadar (mg/ml)
o T S T VS T N S A A
o h O h O h O th O

—

. - m 0 B

25mg/ml S5mg/ml  7.5mg/ml 10mg/ml 12.5mg/ml Acarbose
(50 mg/10
ml)

Konsentrasi

Gambar 3. Kadar Gula Reduksi Larutan Pati yang Telah Diberi Perlakuan Ekstrak Kacang
Merah dan Acarbose

Kacang merah atau red kidney bean (Phaseolus vulgaris L.) diketahui memiliki
kemampuan untuk menurunkan kadar gula darah. Menurut penelitian Naraswari (2005), ekstrak
kacang merah dapat menurunkan kadar gula darah tikus putih wistar dari 193,000 mg/dI
menjadi 130,088 mg/dl. Ekstrak kacang merah dengan dosis 0,063 g/200 g berat badan, 0,126
g/200 g berat badan, dan 0,252 g/20 g berat badan, mampu menurunkan kadar glukosa darah
tikus wistar jantan yang diberi beban gukosa (Igbal et al. 2015). Ekstrak air daun kacang merah
merah dengan dosis 400 mg/kg berat badan dapat menurunkan kadar gula darah tikus wistar
yang diinduksi alloksan (Luka et al. 2013). Ekstrak kasar white kidney bean (Phaseolus
vulgaris) menunjukkan aktivitas penghambatan pada a-amilase pankreas dan a-amilase yang
terdapat pada ludah manusia (Tadros et al. 2014).

Menurut Wisessing and Cowongkomon (2012), enzim a-amilase inhibitor terdapat pada

kacang-kacangan pada genus Phaseolus seperti Phaseoulus coccineus, Phaseoulus
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polyanthus, dan Phaseoulus acutifolius. Pada kacang-kacangan ini terdapat enzim a-amilase
inhibitor seperti lectin yang mengandung 240-250 residu asam amino yang terbentuk 5 ikatan

disulfide dan dapat dikelompokkan menjadi 3 isoform yang disebut aAl-1, aAl-2, dan aAl-3.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak air kacang merah dapat menjadi a-amilase inhibitor
pada konsentrasi 2,5 mg/ml dan 5 mg/ml. Penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk mengetahui

kemampuan enzim dalam membantu menurunkan kadar gula darah secara in vivo.
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