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Abstrak 
Daun murbei mengandung senyawa l-deoxynojirimycin yang mampu menghambat 
proses hidrolisis oligosakarida menjadi monomer-monomemya, namun 
penghambatannya tidak komplit. Karena itu senyawa tersebut diduga dapat menghambat 
hidrolisis karbohidrat non struktural asal konsentrat atau daun murbei dalam sistem 
rumen. Tujuan penelitian ini adalah mengamati pengharnbatan laju hidrolisis beberapa 
jenis karbohidrat oleh ekstrak daun murbei yang mengandung senyawa 1
deoxynojirimycin, daJam media yang mengandung enzim cairan rumen dan dalam sistem 
rumen in vitro. Karbohidrat uji terdiri atas glukosa, maltosa, sukrosa, pati, selulosa dan 
laktosa serta tanpa EOM dan penambahan EOM dengan ONJ sebesar 0.06%. Peubah 
yang diamati terdiri atas total gula tereduksi. Hasil penelitian memperlihatkan bahwa 
ekstrak daun murbei yang mengandung senyawa s-deoxynojirimyctn dapat menjadi agen 
mekanisme lepas lambat karbohidrat non struktural dalam sistem rumen, khususnya 
maltosa, ditandai dengan laju hidrolisis mallosa yang lebih lambat pada media maltosa 
yang ditambahkan ekstrak daun murbei. 
Kata Kunci: Ekstrak daun murberi, karbohidrat, hidrolisis, I-deoxynojirimycin 

Abstract 
Mulberry leave contain l-dcoxynojirimycin (ONJ) which can inhibit hydrolysis of 
oJigosakarida to monomers, but that inhibiting are not complete. Therefore, that 
compound is estimated that it can inhibit hydrolysis of non structural carbohydrate in the 
rumen system. The aim of this experiment was to study the rapid hydrolysis of several 
carbohydrates by mulberry leaf extract that contain compound J-deoxynojirimycin, in 
media that contain liquid enzyme rumen and in system rumen in vitro. The carbohydrate 
tested consists of glucose, maltosa. sukrosa, cellulose and lactose with or without 
mulberry leave extract (MLE). The parameter observed was total sugar reduction. The 
result showed that leaf extract rnurbei that contain compound l-deoxynojirimycin can be 
a slow release agent fot non structural carbohydrate in the system rumen, especially for 
maltosa, marked by slower hydrolysis rate of maltosa in maltose media that added leaf 
extract murbei. 
keyword: Mulberry leaf extract, carbohydrate, hydrolysis, I-deoxynojirimycin 

Pendabuluan 
Peningkatan fermentabilitas bahan pakan ruminansia dapat dilakukan dengan menyediakan 

karbohidrat non struktural (readily available carhohydrate=RAC) dan amoniak/nitrogen secara 
seimbang dan berkesinambungan dalam sistem rumen, dan mekanisme lepas lambat (slow release) 
nutrien tersebut adalah allematif yang efektif. Lepas lambat nitrogen dalam sistem rumen telah 
banyak diinformasikan antara Jain dalarn bentuk produk urea kalsium (Ca(urea),CI,) (US Patent 
5733590 1998), sedangkan lepas lambat RAC belum banyak dikaji. 

Penyediaan RAC yang cukup umumnya dilakukan dengan pemberian konsentrat. Namun, 
konscntrat yang tinggi dalam ransum dapat mengakibatkan dominasi bakteri homofermentatif asam 
Iaktat dalam sistem rumen. Akibatnya, kcseimbangan mikroba rumen terganggu, bahkan konsentrasi 
RAC yang ekstrim dalarn sistem rumen dapat mengakibatkan kematian (Wiryawan & Brooker 1996). 
Oleh karcna itu, penyediaan RAC yang berkesinambungan dalarn sistem rumen dengan mekanisme 
lepas larnbat RAC juga dibutuhkan. 

Daun murbei mengandung senyawa I-deoxynojirimycin (Oku et al. 2006) yang mampu 
mengharnbat proses hidrolisis oligosakarida menjadi monomer-monomemya (Breitmeicr 1997; Arai 
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ill "I. 1998; Yatsunarni et "I. 2003; Kimura et al. 2004), namun penghambatannya tidak kornplit 
«;ross ct "I. 198 J; Mellor et 01. 2002; Chapel et al. 2006). Karena itu senyawa tersebut diduga dapat 
mcnghamba: hidrolisis karbohidrat non struktural asal konsentrat atau daun murbei dalarn sistem 
rumen. Kcberadaan daun murbei yang mengandung senyawa aktif dalarn ransum diharapkan dapat 
menycdiakan karbohidrat non struktural secara seimbang dan berkesinambungan dalarn sistem rumen, 
schinggn tcrmentabilitas pakan berserat tinggi menjadi lebih baik, 

Tujuan penelitian ini adalah mengamati penghambatan Jaju hidrolisis beberapa jenis 
karbobidrat oleh eksirak daun murbei yang mengandung senyawa l-deoxynojirimycin, dalam media 
yang mengandung enzim eairan rumen dan dalarn sistem rumen in vitro. 

Metode 
Guna mengkaj i jenis karbohidrat yang dilepas secara lambat dalam sistem rumen oleh senyawa 

l-deoxynojirimycin (ONJ), dilakukan uji aktivitas enzim rumen dan uji daya Jepas larnbat beberapa 
macarn karbohidrat dengan kehadiran ekstrak daun murbei (EOM) yang mengandung senyawa ONl 
Uji aktivilas enzim rumen menggunakan enzim kasar yang dikoleksi dari eairan rumen sapi potong 
yang diperoleh dari RPH sena beberapa bahan kimia untuk preparasi, sedangkan uji daya lepas lambat 
beberapa rnacam karbohidrat dengan kehadiran EOM yang mengandung senyawa ONJ dilakukan 
dengan ieknik in vitro (Tilley & Terry 1.963). Bahan yang diujikan terdiri atas gJukosa, maltosa, 
sukrosa, pati, selulosa dan laktosa. Sebagai sumber senyawa ONJ digunakan ekstrak daun murbei. 

Ekstrak daun murbei diperoleh dengan melakukan ekstraksi daun murbei varietas MoTUS alba 
sebagai berikut: daun murbei dikeringkan terlebih dahulu di dalam oven 60°C seJama 24 jam, 
kemudian digiling hal liS. Tepung daun murbei diolah untuk mendapatkan ekstrak daun .murbei. 
Pernbuatan ekstrak daun murbei dilakukan dengan menggunakan ethanol 50% (Oku ec al. 2006). 
Sebanyak 5 kg tepung daun murbei halus dimasukkan ke dalam ember berkapasitas 60 liter. Kemudian 
ditambahkan ethanol 50% sedikit demi sedikit sambi! diaduk sampai ethanol yang ditambahkan 
meneapai 25 liter. Ember lalu diturup rapat dan didiamkan dalam suhu kamar selama 24 jam. Setiap 
jam dilakukan pengadukan. Pada akhir maserasi dilakukan penyaringan berlapis. Supemalan 
disisihkan dan arnpas dimaserasi ulang (maserasi II) dengan prosedur yang sarna sepeni 'maserasi J. 
Seluruh supematan yang dihasilkan selanjutnya dimasukkan ke evaporator untuk menghilangkan 
pelarut ethanolnya. Hasil ekstraksi daun murbei siap digunakan atau disimpan di dalam freezer. 
Sebanyak 4.785 kg 13K iepung daun rnurbei yang diekstrak menggunakan 50 liter ethanol 
menghasilkan 4.7 liter EOM yang siap digunakan, sehingga I kg 13K lepung daun murbei setara 
dengan I liter ekstraknya. 

Preparasi enzim kasar dari cairan rumen dilakukan dengan prosedur sebagai berikut: eairan 
rumen segar yang telah disaring, diambil sebanyak 100 ml, lalu disentrifus dengan kecepatan 10 000 g 
pada suhu 4°C. Supernatan yang dihasilkan dieampur dengan larutan amonium sulfat 60% dan 
didiamkan selama 24 jam. Selanjutnya supernatan disenlrifus kembali dengan kecepatan 10 000 g 
pada suhu 4°C selama 10 menit. Endapan enzim yang dihasilkan ditarnbahkan buffer fosfat pH 7 
sebanyak 10 ml, dan enzim siap digunakan. Pengujian aktivitas enzim dilakukan dengan prosedur 
sebagai berikut: Larutan substrat dibuat dengan menimbang I gram substrat uji dan dilarutkan ke 
dalam 100 ml buffer sitrat. Sebanyak 0.5 ml larutan substral dimasukkan ke dalam labung reaksi lalu 
ditambahkan I ml stok enzirn cairan rumen. Selanjulnya dilakukan inkubasi pada suhu 39°C selama 
10, 20. 30 dan 60 rnenit. Setelah inkubasi selesai, larulan ditarnbahkan 2 ml ONS, dieampur merata, 
dipanaskan pada suhu 90°C selama 5 menit, dan lerakhir didinginkan. Pembacaan absorbansi 
dilakukan dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 550 um. Sebagai kontrol, dilakukan 
pekerjaan dengan beberapa tingkat konsentrasi substrat, tanpa menambahkan enzim cairan rumen. 

Uji daya lepas lambat beberapa macam karbohidrat dengan kehadiran EOM yang mengandung 
senyawa DNJ dilakukan dengan teknik in vitro (Tilley & Terry 1963). Karbohidrat uji lerdiri alas 
glukosa, maltosa, sukrosa, pati, selulosa dan lakiosa sena tanpa EOM dan penambahan EOM dengan 
ONJ sebesar 0.06%. Peubah yang diamaii terdiri alas total gula tereduksi. 

Hasil dan Pembahasan 
Aktivitas enzim dapat diamali dengan mengukur produk yang dihasilkan dari proses hidrolisis 

substrat. Garnbar I disajikan dinamika konsentrasi gula reduksi dari hasil hidrolisis substrat yang 
bcrbeda oleh enzim kasar yang dipero!eh dari cairan rumen, dengan waktu fermentasi yang berbeda 
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dan dengan atau tanpa penambahan ekstrak daun murbei. Dari gambar tersebut terlihat bahwa gu!a 
rcduksi yang dihasilkan dari hidrolisis maltosa lebih tinggi dibandingkan dengan subsrat lainnya, 
Pada inkubasi sampai 30 menit, hidrolisis sukrosa, pati dan selulosa oleh enzim kasar cairan rumen 
belum menghasilkan gula reduksi, Gula reduksi dari hidrolisis pati dan seJulosa terdeteksi pada 
inkukasi sclama 60 menit. Hal ini disebabkan oIeh proses hidrolisis pati dan selulosa menjadi glukosa 
membutuhkan jenis enzim dan tahap hidrolisis yang lebih panjang dibandingkan dengan maltosa. 
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Gambar J Dinamika konsentrasi gula reduksi dengan substrat dan waktu fermentasi yang berbeda 
dan dengan atau tanpa penambahan ekstrak daun murbei, 

Berbeda dengan pati dan selulosa, rendahnya guIa reduksi yang dihasilkan dari hidrolisis 
sukrosa dapat disebabkan oleh jenis ikatan kimia yang berbeda antara maltosa dan sukrosa. Maltosa 
merupakan pereduksi sempuma dengan ikatan a-glukosidase, dan proses hidrolisisnya menghasilkan 2 
molekul glukosa, sedangkan sukrosa bukan pereduksi dan mempunyai ikatan a-B-glikosidik. Untuk 
memutus ikatan sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa dibutuhkan enzim yang spesifik, yang mungkin 
kurang dalam cairan rumen yang dikoJeksi untuk mendapatkan enzim kasar. 

Penambahan ekstrak daun murbei pada media dengan substrat berupa rnaltosa mengakibatkan 
penghambatan aktivitas enzim maltase. Hal ini ditandai dengan konsentrasi gula reduksi yang 
dihasilkan pad a inkubasi sampai 20 menit yang sangat sedikit terdeteksi pada medium yang 
ditambahkan EDM, dibandingkan dengan yang tidak ditambahkan EDM. 

Pengamatan terhadap penghambatan aktivitas enzirn oleh EDM juga telah dilakukan oleh Oku 
(2006), yang membandingkan aktivitas beberapa enzirn, antara lain maltase, sukrase dan laktase pada 
media yang ditarnbahkan EDM. Enzirn yang digunakan diperoleh dari usus halus manusia dan tikus. 
Dari penelitian tersebut dilaporkan bahwa pengharnbatan aktivitas enzim maltase dan sukrase oleh 
EDM sangat tinggi dibandingkan dengan laktase. 

Tingkat konsentrasi gula tereduksi dan laju pengurangannya menggambarkan lingkat hidrolisis 
karbohidrat dalam media serta efektivitas proses fermentasi, Pada awal proses fcrmentasi, konsentrasi 
gula tcrcduksi yang tinggi menggarnbarkan tingkat hidrolisis substrat yang cepat, sedangkan Jaju 
pengurangan konsentrasi gula tereduksi yang semakin tajam menggarnbarkan tingkat pemanfaatan 
gula tereduksi pada proses fermentasi yang semakin tinggi. 

Konsentrasi gula tereduksi yang terukur pada substrat berupa karbohidrat non struktural berkisar 
pada nilai 4 ppm sampai 12 ppm, sedangkan pada substrat berupa selulosa, konsentrasi gula tereruksi 
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ada pada kisaran nilai 2 ppm sampai 4,5 ppm (Gambar 2). Nilai tersebut mengindikasikan tingkat 
hidr"I,,;, karbohidrat non struktural yang lebih cepat dibandingkan dengan karbohidrat struktural. 

I(,,",cnlrasi gula tereduksi pada awal fermentasi lebih linggi pada media yang tidak 
duarnbahkan EOM, dibandingkan dengan yang ditarnbahkan EOM. Hal ini mengindikasikan adanya 
pcnuhambatan hidrolisis karbohidrat akibat penambahan EOM yang mengandung senyawa J
cleox \"1/( ~j iri mycin 

Nilai mutlak gradien grafik hubungan antara waktu fermentasi dengan konsentrasi gula 
tereduksi menggambarkan laju kehilangan gula tereduksi dalam media. Gula tereduksi tersebut akan 
J))"SlIk kclahapan proses glikoJisis atau metabolisme (Russel and Wallace 1997). Nilai mutlak gradien 
Iebih t inggi pada media yang mendapat ONJ dibandingkan tanpa ONJ untuk semua substrat (Gambar 
2). Pcrhcdaan nilai tersebut mengindikasikan adanya perbaikan proses fermentasi pada media yang 
ditambahkan EOM pada semua substrat. Perbedaan nilai mullak gradien grafik tertinggi terdapat pada 
maltosa (3,36 vs 1,28), sejalan dengan nilai pH media rnaltosa yang ditambahkan EOM cenderung 
lebih tinggi pada 4 jam fermentasi, sehingga penghambatan hidrolisis mahosa oleh senyawa ONJ lebih 
tinggi dibanding dengan jenis karbohidrat lainnya. 
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Gambar 2� Dinamika konsentrasi gula tereduksi cairan rumen dengan substrat dan waktu 
fennentasi yang berbeda dan dengan atau ranpa penambahan ekstrak daun murbci. 
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Senyawa DNJ tidak memblok proses g1ikolisis semua tipe oligosakarida (Gross et al. ]983). 
Hal yang sarna dinyatakan oleh Hock & Elstner (2005) bahwa senyawa DNJ dapal menghambat 
aktivitas a-glukosidase secara kompetitif, namun tidak menghambat aktivitas B-glukosidase, a dan B 
mannosidase maupun B-galaktosidase. 

Kesimpulan 
Ekstrak daun murbei yang mengandung senyawa t-deoxynojirimycin dapat menjadi agen 

mekanisme lepas lambat karbohidrat non struktural dalam sistem rumen, khususnya maltosa. Hal ini 
ditandai dengan laju hidrolisis maltosa yang lebih lambat pada media maltosa yang ditambahkan 
ekstrak daun murbei. 
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