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ABSTRAK

Enzim alfa-amilase dan alfa-glukosidase berperan utama dalam hidrolisis pati
menjadi glukosa. Komponen fenolik umumnya memliki kemampuan berikatan dengan
protein, sehingga keberadaannya dalam ekstrak teh dapat menghambat kerja enzim-enzim
tersebut, dan dapat dimanfaatkan untuk pencegahan obesitas dan diabetes mellitus.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu awal penyeduhan (70 dan 100°C)
dan lama penyeduhan (5, 10 dan 15 menit) teh hijau (Camellia sinensis) serta proses
pencernaan in vitro terhadap aktivitas inhibisi enzim alfa-amilase dan alfa-glukosidase.
Sebagai kontrol positif inhibitor enzim digunakan acarbose. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak awal, yaitu ekstrak teh yang diperoleh setelah penyeduhan, memiliki aktivitas
inhibisi alfa- amilase berkisar antara 53-89%, dan inhibisi alfa-glukosidase 95-99%. Proses
pencernaan menurunkan kemampuan inhibisi kedua enzim tersebut, yaitu masing-masing
menjadi 15-56% dan 92-97%. Kadar total fenol pada ekstrak awal berkorelasi positif sebesar
0.852 dengan kemampuan inhibisi alfa-amilase, namun tidak berkorelasi dengan inhibisi
alfa-glukosidase. Di antara berbagai kombinasi cara penyeduhan yang dicobakan,
inhibisialfa-amilase yang paling tinggi dihasilkan dari cara penyeduhan-100°C lalu didiamkan
selama 5 menit, sedangkan inhibisi alfa-glukosidasepaling tinggi diperoleh dari ekstrak hasil
seduhan 70°C selama 30 menit.

Kata kunci : teh hijau, penyeduhan, amilase, glukosidase, fenol

PENDAHULUAN

Obesitas perlu mendapat perhatian karena sering dikaitkan dengan peningkatan resiko
terjadinya berbagai penyakit degeneratif, seperti diabetes tipe 2, hipertensi, stroke, dan
penyakit jantung koroner. Ketidakseimbangan antara energy intake dan energy expenditure
merupakan faktor utama penyebab terjadinya obesitas dan penurunan energy intake
merupakan salah satu solusi untuk mengurangi berat. Salah satu cara yang dapat dilakukan
untuk menurunan energy intake adalah dengan menghambat aktivitas enzim alfa amilase
yang merupakan enzim kunci dalam pencernaan karbohidrat kompleks. Senyawa bioaktif
yang dapat menghambat aktivitas amilase, antara lain senyawa polifenol. Teh hijau adalah
minuman yang berasal dari pucuk daun teh yang diproses tanpa fermentasi. Teh hijau
memiliki komponen bioaktif seperti senyawa fenolik yangdiduga mampu menghambat alfa
amilase dan alfa glukosidase. Penghambatan kedua enzim tersebut oleh ekstrak teh
diharapkan dapat mereduksi jumlahglukosa yang dihasilkan dari hidrolisis pati/dekstrin
Secara enzimatis sehingga dapat mengurangi asupan kalori bagitubuh. Kestabilankatekin,
senyawa fenolik yang banyak terdapat dalam teh, dipengaruhi oleh pH dan suhu.Oleh
karena itu perbedaan cara penyeduhan diperkirakan berpengaruh terhadap komposisi
Senyawa-senyawa fenolik dalam ekstrak teh, yang selanjutnya berdampak pada kemampuan
inhibisi enzim tersebut. Selain itu adanya perubahan pH yang dialami oleh senyawa fenolik
ketika melewati saluran pencernaan juga berdampak pada kemampuan anti-amilase dan anti
glukosidasenya.
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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui"pengaruh suhu dan lama penyeduhan teh
hijau(Camellia sinensis) serta proses pencernaan secara in vitro terhadap aktivitas
penghambatan enzim a-amilase dan a-glukosidase secara in vitro sebagai salah satu upaya
untuk mengurangi asupan kaloriasal pati yang berlebih.

BAHAN DAN METODE
Bahan

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah teh hijau yang diperoleh
dari PT. Perkebunan Nusantara Gunung Mas di Bogor. Bahan-bahan yang digunakan dalam
analisis antara lain: pati mumi (Merck), enzim alfa-amilase pancreatic porcine(Sigma A3176),
enzim alfa-glukosidase dari Saccharomyces cerevisiae tipel (Sigma G5003), asam 3,5 —
dinitrosalisilat (DNS), maltosa standar, larutan p-nitrofenil-a-D glukofuranosida (Sigma
N1377), pereaksi Folin Ciocalteau 50%, dan larutan asam galat. -

METODE PENELITIAN

Mula-mula dilakukan ekstraksi teh hijau 0.04 g/ml (4 gram teh ditambahkan dengan 100
ml aquades) dengan menggunakan suhu awal dan lama penyeduhan yang berbeda.(70 dan
100°C; selama 5, 15, dan 30menit). Keenam ekstrak teh hijau yang didapat dari penyeduhan
(disebut ekstrak awal) sebagian diberi perlakuan pengaturan simulasi pH pencernaan yaitu
mula-mula diubah pH-nya menyerupai pH lambung (pH 2) dan setelah didiamkan selama 30
menit, pH dinaikkan menjadi pH 6.8menyerupai pH pada usus halus. Ekstrak tersebut diuiji
daya inhibisinya terhadap enzim alfa amilase (Thalapaneni et al. 2008)dan alfa glukosidase
(Mayur et al. 2010).Terhadap ekstrak awal dilakukan juga dianalisis total fenolnya. (Strycharz
dan Shetty, 2002 dengan modifikasi).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kadar Total Fenol

Penentuan kadar total fenol dilakukandengan menggunakan kurva larutan standar
asam galat sehingga nilai total fenol dinyatakan dalam Gallic Acid Equivalent (GAE). Kadar
total fenol ekstrak yang diperoleh berkisar antara 22.36-49.15 GAE/g (Gambar 1.)Analisis
statistik menunjukkan bahwa faktor waktu dan faktor interaksiantara waktu dan suhu
memberikan pengaruh terhadap konsentrasi total fenol (p<0.05), sedangkan untuk faktor
suhutidak memberikan pengaruh terhadap konsentrasi total fenol (p>0.05).

Suhu pelarut yang tinggi dapat meningkatkan efisiensi dari proses ekstraksi karena
panas dapatmeningkatkan permeabilitas dinding sel, meningkatkan kelarutan dan difusi dari
senyawa yangdiekstrak dan mengurangi viskositas pelarut, namun suhu tinggi juga dapat
mendegradasi senyawapolifenol (Escribano dan Santos 2002). Namun pada percobaan ini
faktor suhu tidak memengaruhijumiah total fenol (p>0.05). Untuk faktor waktu, waktu
penyeduhan 5 menit memberikan nilai total fenol terbesardan penyeduhan selama 30 menit
memberikan nilai terkecil. Hal ini menunjukkan bahwa semakinlama waktu penyeduhan
maka semakin besar pula peluang komponen fenol untuk teroksidasi.
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Gambar 1. Kadar total fenol ekstrak teh hijau yang dihasilkan dari berbagai cara penyeduhan

Interaksi antara suhu dan waktu penyeduhanmemengaruhi nilai total fenol (p<0.05).
Ekstrak teh hijau hasil penyeduhan100°C selama 5 menit menunjukkan nilai total fenol
tertinggi, sedangkan ekstrak dengan nilai totalfenol terkecil adalah ekstrak hasil penyeduhan
100°C selama 30 menit. Hal ini menunjukkan pada suhu 100°Cselama 5 menit komponen
anti amilase dapat terekstrakdengan baik dan semakin lamanya waktu penyeduhan nilai total
fenol menurunkarena teroksidasi oleh panas, sehingga pada penyeduhan 100°C selama 30
menit _menunjukkan nilaitotal fenol terkecil. Waktu ekstraksi yang terlalu lama akan
memicupemaparan oksigen lebih banyak yang akan meningkatkan peluang terjadinya
oksidasi senyawafenolik (Shahidi dan Naczk 2004). Menurut Marostica et al. (2010)
beberapa komponen fenol bersifattermosensitif dan semakin tinggi suhu ekstraksi maka
harus ditangani dengan hati-hati. Pardoet al. (2010) mengemukakan bahwa procyanidin
yang merupakan salah satu senyawa fenolik, terdegradasi padapemanasan dengan suhu
98°C selama 90 menit dan suhu 120°C selama 20 menit. Fenol teroksidasimenghasilkan
produk berupa p-benzokuinon, asam dikarboksilat, dan karbondioksida (Volgina et al. 2005).

Inhibisi Enzim Alfa-amilase

Hasil uji nilai inhibisi enzim alfa-amilase terhadap ekstrak awal teh hijau berkisar
antara 58.44% - 89.28%, sedangkan untuk ekstrak yang telah melalui simulasi sistem
pencernaan (ekstrak pH 6.8) berkisar antara 15.08 — 56.35% (Gambar 2.) Menurut Qiang et
al. (2006), teh hijau memiliki daya inhibisi enzim alfa-amilasesebesar 61%. Perbedaan ini
mungkin disebabkan karena perbedaan cara ekstraksi dan metode analisis yang dilakukan.
Mereka melakukan refluks teh dengan air dan kemudian dipekatkan dengan
gotaryevaporator dan dilakukan penambahan kloroform untuk menghilangkan kafein, lipid,

an klorofil.
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Gambar 2. Nilai inhibisi enzim alfa-amilase dari ekstrak pH awal dan ekstrak pH 6,8.
Inhibisi Enzim Alfa-Amilase dari Ekstrak Awal Teh Hijau

Berdasarkan uiji statisitika ekstrak teh hijau pada pH awal menunjukkan bahwa suhu
danwaktu penyeduhan tidak berpengaruh terhadap nilai inhibisi enzim alfa-amilase ekstrak
teh hijaupada (p>0,05). Untuk faktor kombinasi interaksi antara suhu dan waktumemberikan
hasil bahwa faktor tersebut berpengaruh terhadap nilai inhibisi-enzim alfa-amilasepada (p
<0,05). Sebagai kontrol positif digunakan acarbose dengan nilai inhibisi amilase sebesar
99.12%. Terdapat dua sampel yang nilai inhibisinyatidak berbeda nyata dengan acarbose
sebagai pada (p <0,05) yaitu yang diseduh 100°Cselama 5 menit dan yang diseduh 100°C
selama 15 menit, masing-masing memiliki nilai inhibisi 89.28% dan 86.90%. Penyeduhan
dengan suhu 70°C diperkirakan tidak cukup banyak mengekstrak komponen bioaktif yang
mampu menghambat enzim alfa-amilase, sedangkan padakondisi suhu penyeduhan
100°Cselama 30menit akan menyebabkan kerusakan pada komponen yang bersifat anti
amilase.

Tadera et al. (2006) menemukan bahwa senyawa flavonoid yang memiliki potensi
dalammenghambat enzim porcine pancreatic amylase adalah senyawa luteolin, myricetin
dan quersetin.Teh hijau yang telah diseduh mengandung luteoin, myricetin dan quersetin
masing-masing sebesar 0.17, 1.10, dan 2.69 mg/100 g (United States Departement of
Agriculture 2003).

Inhibisi Enzim Alfa-Amilase dari Ekstrak Teh Hijau setelah MelaluiSimulasi Sistem
Pencernaan

Uji statistik menunjukkan bahwa faktor suhu tidak berpengaruh terhadap nilai inhibisi

alfa-amilase (p >0,05) dari ekstrakteh hijau pH 6.8 (setelah melalui proses pencernaan
secara jn vitro). Namun, faktor waktu berpengaruh terhadap nilai inhibisi enzim alfa-
amilase(p <0,05) pada pH 6.8 ekstrak teh hijau.

32




prosiding Seminar Nasional PATPI 2013

Pada uji T-test berpasangan menunjukk5?1 bahwa ekstrak sampel pada pH awal
danekstrak sampel pada pH 6.8 memberikan hasil yang berbeda nyata (p<0.05). Daridata
tersebut maka dapat disimpulkan bahwa, daya hambat enzim alfa-amilase
mengalamipenurunan setelah melalui proses pencernaan. Diperkirakan senyawa bioaktif
yang didugadapat menghambat kerja dari enzim alfa-amilase mengalami perubahan
sehingga berpengaruh pada kemampuan anti amilasenya.

Untuk memilih perlakuan terbaik dari hasil kombinasi antara suhu dan lamanya waktu

penyeduhan teh hijau, maka faktor yang diperhatikan adalah nilai inhibisi dari kedua nilai
pH,yakni pada pH awal yang menggambarkan nilai inhibisi dari enzim saliva amilase yang
ada didalam mulut dan nilai inhibisi dari pH 6,8 yang menggambarkan nilai inhibisi dari enzim
amilaseyang ada di dalam usus manusia.Bayer et al. (1995) menambahkan bahwa struktur
dan fungsi amilasesaliva dan amilase pankreas tidak jauh berbeda.Berdasarkan hal tersebut,
terdapat dua sampeldengan nilai inhibisi yang setara dengan acarbose sebagai kontrol
positif. Kedua sampel tersebut adalah ekstrak dengan suhu penyeduhan100°Cselama 5
menit dan sampel dengan suhu penyeduhan100°C selama 15 menit.

Diduga komponen bioaktif yang dapat menghambat kerja dari enzim alfa-amilase
adalah komponen fenolik yang tahan terhadap panas (100°C) dan tahan terhadapperubahan
pH simulasi pencernaan manusia. Hal tersebut dikarenakan komponen tersebut masihdapat
terekstrak pada suhu penyeduhan 100°C dan masih dapat memberikan nilai inhibisi
yangsetara dengan acarbose sebagai kontrol positif.

Korelasi antara Daya Inhibisi Enzim Alfa-Amilase dan Total Fenol

Hubungan antara nilai total fenol dan nilai inhibisi enzim alfa-amilase
menunjukkanterdapat korelasi yang signifikan pada taraf (p<0.05) dan memiliki nilai Pearson
korelasi sebesar 0.852. Hal ini menunjukkan bahwa kandungan total fenolyang ada dalam
teh hijau memiliki nilai korelasi yang tinggi dengan daya inhibisi enzim alfaamilase. Senyawa
fenolik merupakan salah satu komponen bioaktif yang dominan yang dapatmenghambat
kerja dari enzim alfa-amilase. Pembentukan kompleks protein-fenol disebabkan
salahsatunya oleh adanya ikatan hidrogen antara gugus hidroksil fenolik dengan gugus NH-
dan CO-padaprotein, selain itu dilaporkan juga adanya ikatan kovalen dan hidrofobik pada
reaksi tersebut.Gambar 3 memperlihatkan grafik hubungan total fenol dengan nilaiinhibisi
alfa-amilase.
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. Gambar 3. Grafik korelasi total fenol dengan nilai inhibisi enzim alfa-amilase dariekstrak awal
teh hijau
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Inhibisi Enzim Alfa-glukosidase

Enzim a-glukosidase adalah enzim yang mengkatalisasi pemecahan ikatan 1.4 a-
glikosida danikatan 1.6 a-glikosida. Enzim ini berfungsi untuk melanjutkan kerja a-amilase,
yaitu menghidrolisislanjut a-limit dextrin menjadi glukosa (Berdanier et al. 2006).Enzim alfa-
glukosidase pada pencernaan mamalia beradapada permukaan membran brush border sel
usus halus dan merupakan enzim yang mengkatalisisproses akhir pencermnaan karbohidrat
pada proses pencernaan (Leboviz 1997).

Berbeda dengan enzim alfa-amilase,pada inhibisi enzim alfa-glukosidase faktor yang
perlu diperhatikan dalam menentukan kombinasiantara suhu dan waktu terbaik hanya dilihat
berdasarkan nilai inhibisi pada pH 6,8. Hal inidikarenakan bahwa pada sistem pencernaan
tubuh manusia enzim alfa-glukosidase tidak terdapat padasaliva dan enzim ini hanya
terdapat pada usus manusia dengan kondisi pH 6,8.

Nilai inhibisi enzim alfa-glukosidase pada penelitian ini berkisar 92.25% - 99.63%.
Adapun nilai dari inhibisi enzim alfa-glukosidase padapH awal dan pada pH setelah proses
pencernaan (pH 6.8) dapat dilihat pada Gambar 4.MenurutWei et al. (2010) daun teh kering
yang diekstraksi dengan air mendidih memiliki daya hambat enzimalfa-glukosidase sebesar
86.67%. Perbedaan ini disebabkan karena perbedaan cara ekstraksi.

100% -
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Keterangan :  Hnrof vans berbeds mennprukkan berbeda avata (p © 0.05) dengan wpi lanyut Duncan

Gambar 4. Nilai inhibisi enzim alfa-glukosidase dari ekstrak pH awal dan ekstrak pH 6,8
Inhibisi Enzim Alfa-Glukosidase dari Ekstrak Awal Teh Hijau

Berdasarkan analisis statistik, didapatkan bahwa pada pengujian nilai inhibisi enzim
alfaglukosidasepada pH awal ekstrak teh hijau menunjukkan bahwa faktor suhu berpengaruh
terhadapnilai inhibisi enzim alfa-glukosidase (p<0.05). Sedangkan untuk faktor waktu tidak
memberikan pengaruhterhadap nilai inhibisi enzim alfa-glukosidase (p>0.05) pada pH awal
ekstrak teh hijau. Interaksi antara suhu dan lamanya penyeduhan ekstrak teh hijau pada pH
awal memberikanpengaruh terhadap nilai inhibisi enzim alfa-glukosidase (p<0.05).
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Nilai inhibisi enzim alfa-glukosidase ngfing tinggi dihasilkan dari ekstrak teh hijau hasil
senyeduhan 70°C selama 30 menit yaitu sebesar 99.63% dan tidak berbeda nyata dengan
nilai inhibisi dari acarbose sebagai kontrol positif. Tadera et al. (2006) melaporkan bahwa
snzim alfa glukosidase dapat dihambat secaraefektif oleh naringenin, kaemferol, luteolin,
apigenin, katekin dan epikatekin, diadzein danepigalokatekin galat. Kandungan kaemferol,
luteoin, katekin, epikatekin, dan epigalokatekin galatyang terdapat dalam teh hijau yang telah
diseduh adalah sebesar 1.42, 0.17, 2.73, 8.47, dan 82.89mg/100 g (United States
Departement of Agriculture 2003).

Inhibisi Enzim Alfa-Glukosidase dari Ekstrak Teh Hijau setelah MelaluiSimulasi Sistem
Pencernaan

Analisis statistik menunjukkan bahwa faktor suhu dan faktor waktu tidak berpengaruh

terhadap nilai inhibisi enzim alfa-glukosidase (p>0.05) pada pH 6,8 (setelah melewati
prosespencernaan) ekstrak teh hijau. Untuk interaksi antara suhu dan lamanya
waktupenyeduhan teh hijau, kedua faktor ini berpengaruh terhadap nilai inhibisi enzim alfa-
glukosidase(p<0.05) pada pH 6,8 (setelah melewati proses pencernaan) ekstrak teh hijau.

Hanya ekstrak teh hijau hasil penyeduhan 70°C selama 30 menityang memiliki nilai
yang tidak berbeda denganacarbose. Hal ini menimbulkan dugaan bahwa komponen bioaktif
yang menghambat enzim alfa-glukosidase mempunyai sifat yang tahan terhadap
perubahanpH di dalam sistem pencernaan tubuh manusia dan tidak tahan terhadap suhu
tinggi. Friedman danJurgen (2000) menyatakan bahwa katekin, epigalokatekin dan asam
ferulat adalahkomponen yang tahan terhadap degradasi karena perubahan pH.

Hasil uji T-test berpasangan menunjukkan bahwa nilai inhibisi enzim alfa-glukosidasé'

ekstrak pada pH awal dan ekstrak pada pH 6.8 memberikan hasil yang berbeda nyata
pada(p<0.05). Untuk memilih kondisi perlakuan dengan kombinasi terbaik pada nilaiinhibisi
enzim alfa-glukosidase, hal yang perlu diperhatikan adalah nilai inhibisi enzim
alfaglukosidasetersebut pada pH 6,8 (setelah melalui proses pencernaan secara in vitro).
Hal inidikarenakan pada manusia enzim alfa-glukosidase terdapat pada usus dan enzim
tersebut tidakterdapat pada saliva manusia. Dengan kata lain pada pengujian nilai inhibisi
enzim alfa-glukosidase perlakuan dengan kombinasi terbaik adalah sampel teh hijau dengan
suhu penyeduhan70°C selama 30 menit.

Korelasi antara Daya Inhibisi Enzim Alfa-Glukosidase dan Total Fenol

Hubungan antara nilai total fenol dan nilai inhibisi enzim alfa-glukosidase
menunjukkanbahwa tidak terdapat korelasi yang signifikan pada taraf (p>0.05) diantara
keduanya.Hal tersebut menunjukkan bahwa kandungan total fenol yang terdapat dalam
ekstrak teh hijau bukan faktor yang dominan yang menghambat enzim glukosidase.
Komponen bioaktif lain yang telah dilaporkan memiliki daya hambat terhadap enzimalfa
Q;Ullmsidase adalah golongan alkaloid (Molynuex et al. 1986) dan triterpenoid saponin (Luo
etal. 2008).

KESIMPULAN

_ Perbedaan suhu dan waktu penyeduhan teh hijau berpengaruh pada besarnya nilai
lr}hlbisi enzim alfa-amilase dan alfa-glukosidase. Selain itu, proses pencernaan secara in
;/ltro mengakibatkan penurunan daya inhibisi ekstrak teh hijau terhadap kedua enzim
ersebut.
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Di antara kombinasi faktor suhu awal penyeduhan (70 dan100°C) dan lama
penyeduhan (5, 15 dan 30 menit), maka daya inhibisi terhadap alfa-amilase yang paling
yang paling besar adalah ekstrak tehhijau dengan suhu penyeduhan 1 00°C selama 5 menit
dan 100°C selama 15 menit. Daya inhibisi keduanya tidak berbeda nyata dengan acarbose
sebagai kontrol positif. Ekstrak yang memiliki daya inhibisi paling besar terhadap enzim alfa-
glukosidase adalah ekstrak hasil penyeduhan 70°C selama 30 menit.Daya inhibisi enzim
alfa-amilase mempunyai nilai korelasi yang tinggi dengan nilai total fenol,sehingga diduga
komponen yang dominan dalam menghambat kerja dari enzim alfa-amilase adalah
komponen fenol. Tidak adanya korelasi antara nilai inhibisi enzim alfa-glukosidase dengan
nilai total fenol menunjukkan bahwa komponen fenol bukan merupakan komponen yang
dominan dalam menghambat kerja dari enzim alfa-glukosidase.

Untuk menurunkan asupan glukosa dari pangan berpati tinggi yang dikonsumsi,
maka disarankan untuk mengonsumsi teh yang dihasilkan dari penyeduhan 100°C dan
didiamkan selama 5 menit sebelum diminum. -
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