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ABSTRACT

Leaves from trees are alternative source of forage for ruminant’s feed. However,
most of the leaves contain high concentration of phenolic compounds, especially in the
form of tannins. This experiment was aimed at quantifying biological activity of tannins
using in vitro gas production method without and with the addition of polyethylene glycol
(PEQG). The leaves used in this experiment was Salix alba, Rhus typhina and Peltiphyllum
peltatum. Several rumen fermentation variables, such as organic matter digestibility (OMD),
metabolizable energy (ME) and total VFA production were measured. The results showed
that crude protein, NDF and hemicellulose contents of S. alba leaves were the highest,
while there was no difference in ADF content from the others. Biological activity of tannins
in S. alba, R. typhina and P. peltatum were 0.7%, 45.7% and 122.6%, respectively. There
was a significant correlation between total phenols and tannins’ biological activity (r=0.70;
P<0.05), whereas no significant correlation was found for total tannins and condensed
tannins. It was concluded that the addition of PEG increased in vitro gas production,
organic matter digestibility, metabolizable energy and total VFA production after 24 hours
incubation period.
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PENDAHULUAN pada saat produksi HMT konvensional dari
jenis rerumputan dan leguminosa rendah.
Salah  satu  penyebab  rendahnya Namun demikian kebanyakan dedaunan

produktivitas ternak ruminansia di negara
tropis seperti Indonesia adalah kurang
memadainya kuantitas maupun kualitas pakan
yang diberikan. Dedaunan yang berasal dari
pohon merupakan salah satu alternatif yang
dapat dijadikan sumber hijauan makanan
ternak (HMT), khususnya di musim kemarau

tersebut mengandung senyawa fenolik dalam
konsentrasi yang tinggi, khususnya dalam
bentuk senyawa tanin (Makkar & Becker,
1998).

Tanin merupakan salah satu senyawa
metabolit sekunder yang terdapat pada tanaman
dan disintesis oleh tanaman. Tanin tergolong
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senyawa polifenol dengan karakteristiknya
yang dapat membentuk senyawa kompleks
dengan makromolekul lainnya. Tanin dibagi
menjadi dua kelompok yaitu tanin yang mudah
terhidrolisis dan tanin terkondensasi. Tanin
yang mudah terhidrolisis merupakan polimer
gallic atau ellagic acid yang berikatan ester
dengan sebuah molekul gula, sedangkan tanin
terkondensasi merupakan polimer senyawa
flavonoid dengan ikatan karbon-karbon
(Waghorn & McNabb, 2003; Westendarp,
2000).

Kemampuan tanin untuk membentuk
kompleks dengan protein berpengaruh negatif
terhadap fermentasi rumen dalam nutrisi ternak
ruminansia. Tanin dapat berikatan dengan
dinding sel mikroorganisme rumen dan dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme
atau aktivitas enzim (Smith et al., 2005).
Tanin juga dapat berinteraksi dengan protein
yang berasal dari pakan dan menurunkan
ketersediaannya bagi mikroorganisme rumen
(Tanner et al., 1994). Keberadaan tanin di sisi
lain berdampak positif jika ditambahkan pada
pakan yang tinggi akan protein baik secara
kuantitas maupun kualitas. Hal ini disebabkan
proteinyang berkualitas tinggi dapatterlindungi
oleh tanin dari degradasi mikroorganisme
rumen sehingga lebih tersedia pada saluran
pencernaan pasca rumen. Kompleks ikatan
tanin-protein kemudian dapat lepas pada
pH rendah di abomasum dan protein dapat
didegradasi oleh enzim pepsin sehingga asam-
asam amino yang dikandungnya tersedia bagi
ternak. Hal ini menjadikan tanin sebagai salah
satu senyawa untuk memanipulasi tingkat
degradasi protein dalam rumen.

Analisis senyawa tanin sangat diperlu-
kan untuk mengkuantifikasi keberadaan dan
aktivitas tanin pada HMT serta pengaruhnya
terhadap ternak ruminansia. Beberapa metode
analisis tanin yang tersedia diantaranya adalah
menggunakan spektrofotometer (Inoue &
Hagerman, 1988; Hartzfeld et al., 2002),
HPLC (Makkar, 2003) dan metode kapasitas
presipitasi protein (Hoffmann et al., 2002).
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Analisis aktivitas tanin yang mudah dan
sederhana sangat diperlukan khususnya bagi
negara-negara berkembang. Salah satu analisis
aktivitas tanin yang mudah dan sederhana
adalah melalui inaktivasi tanin menggunakan
polietilen glikol (PEG) yang efeknya diukur
melalui produksi gas kumulatif secara in vitro
(Makkar, 2005; Bueno ef al., 2008). Penelitian
ini bertujuan untuk mengukur aktivitas biologis
tanin tanpa atau dengan penambahan PEG
pada dedaunan dari tumbuhan Salix alba, Rhus
typhina dan Peltiphyllum peltatum. Selain
itu, diamati pula pengaruh penambahan PEG
terhadap beberapa peubah fermentasi rumen
secara in vitro.

MATERI DAN METODE
Materi

Materi yang digunakan dalam penelitian
ini antara lain: dedaunan dari tumbuhan S. alba,
R. typhina dan P. peltatum; medium inkubasi
cairan rumen-buffer dengan komposisi 630
ml larutan buffer bikarbonat, 315 ml larutan
mineral makro, 0,16 ml larutan mineral mikro,
1,6 ml larutan 0,4% resazurin, 945 ml air
terdestilasi, 60 ml larutan pereduksi dan 660 ml
cairan rumen (Makkar ef al., 1995); polietilen
glikol (PEG; bobot molekul 6000, Merck No.
817007); tabung in vitro; dan water bath.

Metode

Inkubasi in vitro. Sampel hijauan dikeringkan
dalam oven bersuhu 60 °C, digiling dan disaring
menggunakan alat penyaring berukuran 1
mm. Sampel diinkubasi in vitro berdasarkan
metode Menke ef al. (1979) yang dimodifikasi
oleh Bliimmel et al. (1997). Sebanyak 380 mg
sampel diinkubasikan ke dalam medium berupa
cairan rumen-buffer dengan dan tanpa adanya
PEG. Cairan rumen diambil pada pagi hari dari
sapi Friesian Holstein berfistula sebelum diberi
makan. Setelah koleksi, cairan rumen dibawa
ke laboratorium, disaring dengan saringan
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nilon berukuran 100 um dan ditambahkan
pada buffer tereduksi. Larutan rumen-buffer
dijenuhkan dengan gas CO, selama 10 menit
sebelum dimasukkan ke dalam tabung untuk
menjamin kondisi anaerob dalam reaksi.
Sampel dimasukkan ke dalam tabung dan
ditutup dengan piston yang telah dilubrikasi
dengan vaselin. Sebanyak 40 ml cairan rumen-
buffer dimasukkan ke dalam masing-masing
tabung, kemudian tabung segera dimasukkan
ke dalam water bath bersuhu 39 °C. Produksi
gas diamati pada jam ke-0, 4, 8 12 dan 24
setelah dilakukan inkubasi.

Rancangan percobaan dan analisis data.
Percobaan menggunakan rancangan acak
lengkap (RAL) pola faktorial 3 x 2 dengan
jenis hijauan sebagai faktor pertama dan
penambahan PEG sebagai faktor kedua.
Masing-masing perlakuan dilakukan ulangan
sebanyak 3 kali. Perlakuan yang diujikan
dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Perlakuan 1: S. alba

Perlakuan 2: S. alba + PEG (750 mg)

Perlakuan 3: R. typhina

Perlakuan 4: R. typhina + PEG (750 mg)

Perlakuan 5: P, peltatum

Perlakuan 6: P. peltatum + PEG (750 mg)

Peubah yang diamati dalam penelitian

ini adalah: (1) komposisi nutrien hijauan, (2)
kandungan tanin hijauan (total fenol, total
tanin dan tanin terkondensasi), (3) produksi
gas kumulatif, (4) aktivitas biologis tanin,
(5) kecernaan bahan organik (KBO), (6)
energi metabolis (EM), dan (7) kandungan
asam lemak terbang total (volatile fatty acids;
VFA). Komposisi nutrien hijauan dianalisis
menggunakan analisis proksimat dan serat
Van Soest (Van Soest & Robertson, 1985).
Kandungan total fenol dan total tanin dianalisis
menggunakan  metode  Folin-Ciocalteu,
sedangkan kandungan tanin terkondensasi
dianalisa menggunakan metode butanol-
HCI1 (Makkar, 2003). Aktivitas biologis tanin
ditentukan berdasarkan peningkatan produksi
gas in vitro dengan atau tanpa PEG pada waktu

PENENTUAN AKTIVITAS

fermentasi 24 jam. Kecernaan bahan organik
dan energi metabolis ditentukan berdasarkan
persamaan hasil eksperimen Menke et al.
(1979) pada 24 jam setelah inkubasi berikut:
KBO (%) — 4,88 + 0,889 Gas + 0,45 PK +
0,0651 Abu; 1*=0,92
EM (MJ/kg BK) =2,20 + 0,136 Gas + 0,057 PK;
r’=0,94

(data energi metabolis dikonversi dari satuan
MlJ/kg BK menjadi kkal/kg BK)

Produksi gas in vitro yang diukur setelah
inkubasi 24 jam sangat berkorelasi secara
stoikiometri dengan produksi total VFA, serta
berinteraksi secara statistik dengan ada atau
tidaknya PEG (Getachew et al., 2000). Oleh
karena itu kandungan total VFA didapatkan
dari persamaan dengan atau tanpa adanya PEG
berikut:

VFA (mmol; tanpa PEG) =
0,0239 Gas — 0,0601; 1>=0,953
VFA (mmol; dengan PEG) =
0,0207 Gas + 0,0207; r*=0,925
(data produksi total VFA dikonversi dari sa-
tuan mmol menjadi mM)

Data yang dihasilkan kemudian diuji
secara statistik menggunakan sidik ragam
(analysis of variance; ANOVA) dan jika
perlakuan berpengaruh nyata maka dilakukan
uji Tukey (Steel & Torrie, 1980).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Komposisi Nutrien dan Kandungan Tanin
Hijauan

Hasil analisis komposisi nutrien hijauan
berdasarkan analisis proksimat dan analisis
serat Van Soest diperlihatkan pada Tabel 1.
Berdasarkan Tabel 1 di atas terlihat bahwa
kandungan protein kasar S. alba paling tinggi
dibandingkan dua jenis hijauan lainnya.
Demikian pula dengan kandungan NDF-nya
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Tabel 1. Hasil analisis komposisi nutrien hijauan (%BK)

Peubah S. alba R. typhina P. peltatum
Bahan kering 94,2 93,9 94,0
Bahan organik 90,4 92,2 88,2
Abu 9,0 7,3 11,1
Protein kasar 16,9 14,0 11,3
Lemak kasar 1,7 5,6 2,0
NDF 322 22,0 19,1
ADF 18,5 17,4 18,3
Hemiselulosa 13,7 4.6 0,8

paling tinggi. Kandungan ADF ketiga hijauan
relatif tidak jauh berbeda. Ini menunjukkan
bahwa kandungan hemiselulosa, substrat yang
mudah difermentasi dalam rumen, pada S.
alba tinggi secara relatif yang didapatkan dari
hasil pengurangan NDF oleh ADF. Komposisi
ini berbeda dengan Moore ef al. (2003) yang
melaporkan bahwa kandungan protein kasar,
NDF dan ADF dari Salix sp. secara berurutan
adalah 11,3%, 47,4% dan 34,3%. Perbedaan
komposisi nutrien yang terdapat dalam hijauan
dapat bervariasi dikarenakan perbedaan
varietas, kondisi lingkungan di mana tanaman
tersebut tumbuh, dan umur hijauan tersebut
saat dipanen.

Kandungan total fenol dan total tanin
hijauan memperlihatkan urutan: R. #yphina
> P. peltatum > S. alba (Tabel 2). Meskipun
kandungan total fenol dan total tanin pada
R.  typhina paling tinggi dibandingkan
hijauan lainnya, namun kandungan tanin
terkondensasinya  paling  rendah.  Ini
mengindikasikan bahwa bentuk tanin yang
dominan terdapat pada hijauan ini adalah jenis
tanin terhidrolisis. S. al/ba mengandung total
fenol dan total tanin yang relatif rendah, dengan
proporsi tanin terkondensasi yang cukup tinggi.
Berdasarkan komposisi nutrien dan kandungan
tanin di atas, maka S. a/ba merupakan hijauan
yang paling potensial dikembangkan sebagai
hijauan makanan ternak alternatif dibandingkan
dengan R. typhina ataupun P. peltatum.

Hal ini diperkuat oleh penelitian Pitta et al.
(2007), McWilliam et al. (2005) dan Moore
et al. (2003) yang mengamati potensi Salix sp.
sebagai suplemen hijauan ternak ruminansia
pada musim kemarau di Selandia Baru.

Produksi Gas in Vitro dan Aktivitas
Biologis Tanin

Pola peningkatan produksi gas dari
ketiga jenis dedaunan yang difermentasi
selama 24 jam ditunjukkan pada Gambar
1. Gas yang dihasilkan pada metode ini
berasal dari fermentasi substrat secara
langsung (CO, dan CH,) dan berasal dari
produksi gas secara tidak langsung melalui
mekanisme buffering VFA yakni berupa gas
CO, yang dilepaskan dari buffer bikarbonat
yang diproduksi selama proses fermentasi
(Getachew et al., 1998). Laju produksi gas
in vitro pada semua perlakuan semakin
berkurang seiring dengan meningkatnya waktu
inkubasi. Hal ini disebabkan substrat yang
dapat difermentasi juga semakin berkurang
jumlahnya. Berkurangnya jumlah substrat
yang dapat difermentasi selama masa inkubasi
kemudian berdampak pada laju produksi VFA
yang semakin berkurang, sebagai indikasi
menurunnya ketersediaan energi bagi ternak
ruminansia (Hungate, 1966; Jayanegara et al.,
20006).

Produksi gas ketiga hijauan tanpa
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Tabel 2. Kandungan total fenol, total tanin dan tanin terkondensasi pada hijauan (%BK)

Hijauan Total fenol® Total tanin® terk(;l;?c?elﬁsasib
S. alba 5,65 3,55 1,45
R. typhina 22,16 20,93 0,08
P. peltatum 20,00 14,68 1,57

Keterangan: ® sebagai ekuivalen tannic acid; ® sebagai ekuivalen leucocyanidin

penambahan PEG memperlihatkan pola
yang sangat berbeda antara satu dengan yang
lainnya (Gambar 1). S. alba menghasilkan laju
produksi gas yang tertinggi, kemudian diikuti
oleh R. typhina dan P. peltatum. Hasil ini sangat
unik mengingat kandungan ADF ketiga jenis
hijauan relatif sama. ADF merupakan fraksi
yang sulit didegradasi dan difermentasi oleh
mikroba rumen (Reeves, 1985) sehingga jika
kandungan ADF-nya sama maka produksi gas-
nya pun diperkirakan sama. Ini menunjukkan
bahwa ada senyawa lain dalam hijavan R.
typhina dan P. peltatum yang berperan dalam
menghambat fermentasi rumen.

Produksi gas ketiga hijauan ketika
dilakukan penambahan PEG memperlihatkan
pola yang sama, dan pada 24 jam setelah
fermentasi menghasilkan  produksi  gas
kumulatif sekitar 40 ml. PEG merupakan
polimer sintetik non nutritif yang memiliki
afinitas yang tinggi terhadap senyawa
fenolik, khususnya tanin, sehingga dapat

menginaktivasi tanin dengan cara membentuk
kompleks tanin-PEG (Garrido et al., 1991;
Makkar et al., 1995; Getachew et al., 2001).
Oleh karena kapasitasnya yang spesifik dalam
mengikat tanin, penambahan PEG dapat
membebaskan ikatan makromolekul lainnya
dengan tanin. Tidak berbedanya kandungan
ADF ketiga hijauan dan telah diikatnya tanin
oleh PEG, maka produksi gas yang dihasilkan
relatif sama untuk ketiga jenis hijauan yang
diujikan.

Produksi gas ketiga hijauan memiliki
respon yang berbeda ketika ditambahkan
PEG dari respon awalnya (tanpa ditambahkan
PEG). Peningkatan produksi gas dari S.
alba, R. typhina dan P peltatum ketika
ditambahkan PEG secara berurutan adalah
0,7%, 45,7% dan 122,6% (Gambar 2). Nilai
ini juga menunjukkan aktivitas biologis
tanin karena PEG yang ditambahkan hanya
berinteraksi dan mengikat tanin, tidak dengan
makromolekul lainnya seperti karbohidrat,
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Gambar 1. Produksi gas in vitro Salix alba, Rhus typhina dan Peltiphyllum peltatum dengan/tanpa penam-

bahan PEG
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Gambar 2. Aktivitas biologis tanin pada Salix
alba, Rhus typhina dan Peltiphyllum
peltatum

protein maupun lemak. Aktivitas biologis tanin
dapat ditentukan dengan melihat perbedaan
antara perlakuan yang ditambahkan PEG
dan perlakuan yang tidak ditambahkan PEG
(Makkar, 2005; Bueno et al., 2008). Gambar
2 menunjukkan bahwa aktivitas biologis tanin
dari P. peltatum paling tinggi jika dibandingkan
dengan R. typhina, sedangkan S. alba hampir
tidak menunjukkan aktivitas tanin. Respon ini
sesuai dengan Muetzel & Becker (2006) yang
melaporkan bahwa kandungan dan aktivitas
biologis tanin pada S. alba sangat rendah,
setelah dikonfirmasi dengan menggunakan
beberapa metode analisis tanin.

Namun demikian hubungan antara
kandungan tanin hijauan (total fenol, total
tanin dan tanin terkondensasi) belum tentu
linier dengan aktivitas biologis tanin. Pada
penelitian ini hubungan yang linier secara
signifikan hanya didapatkan dari peubah total
fenol dengan aktivitas biologis tanin (r=0,70;
p<0,05), sedangkan total tanin (r=0,51) dan
tanin terkondensasi (r=0,22) tidak signifikan
pada taraf a=5%. Hal ini disebabkan karena
struktur tanin sangat kompleks serta sangat
bervariasi antara hijauan yang satu dengan
hijauan yang lainnya. Khusus untuk kandungan
taninterkondensasi,Makkar(2003)menyatakan
bahwa kandungan tanin terkondensasi yang
dianalisis berdasarkan metode butanol-
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HCl1 tidak merefieksikan aktivitas biologis
tanin. Hal tersebut didasarkan pada beberapa
eksperimen yang menunjukkan rendahnya
korelasi antara keduanya. Aktivitas biologis
tanin tersebut dianalisa menggunakan metode
kapasitas presipitasi protein. Jayanegara et al.
(2008) melaporkan bahwa terdapat korelasi
yang sangat kuat dan signifikan (r=-0,99;
p<0,001) antara aktivitas biologis tanin dengan
konsentrasi gas metan dalam total produksi
gas, sedangkan kandungan total fenol, total
tanin dan tanin terkondensasi memperlihatkan
korelasi yang lemah dan tidak signifikan. Ini
menunjukkan bahwa aktivitas biologis tanin
hijauan dalam rumen lebih memiliki arti secara
fisiologis pada ternak ruminansia dibandingkan
dengan hanya kandungan taninnya dalam
hijauan.

Kecernaan Bahan Organik, Energi
Metabolis dan Produksi Total VFA

Produksi total VFA yang dihasilkan dari
ketiga jenis hijauan baik dengan atau tanpa
PEG berkisar antara 8-22 mM (Tabel 3), sangat
rendah jika dibandingkan dengan produksi
VFA di rumen yang dapat mencapai 150 mM.
Total VFA dalam rumen yang dihasilkan dari
hijauan berkisar 50-100 mM dan konsentrat
berkisar 80-150 mM (Owens & Goetsch, 1988),
sedangkan dari jagung dapat mencapai 156 mM
(Sharp et al., 1982). Nilai produksi VFA rumen
yang lebih tinggi dibandingkan total VFA
secara in vitro lebih disebabkan pada sistem
fermentasi rumen yang bersifat continuous,
sehingga memungkinkan mikroba rumen
beradaptasi terhadap pakan yang diberikan
serta lebih mampu dalam mendegradasi pakan
(Owens & Goetsch, 1988). Produk fermentasi
pada teknik in vitro dengan sistem tertutup
terakumulasi dalam sistem, sehingga dapat
berdampak negatif terhadap aktivitas mikroba
rumen.

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa
terdapat interaksi antara faktor hijauan dan
faktorpenambahan PEG padapeubah KBO,EM
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Tabel 3. Efek penambahan PEG pada S. alba, R. typhina dan P. peltatum terhadap peubah KBO, EM dan

total VFA

Hijauan PEG (mg) KBO (%) EM (kkal/kg BK) Total VFA (mM)
S. alba 0 58,6 + 0,53 % 2055,2+ 18,9 22,4+ 0,344
S. alba 750 58,9+2,62¢ 2064,3 + 96,24 21,4+ 1,53«
R. typhina 0 44,4 +£0,40° 1546,3 + 13,9" 13,8 +0,25°
R. typhina 750 54,8 +1,12¢ 1925,7 +41,8¢ 19,8 +0,67¢
P. peltatum 0 359+ 1,56 12358 £ 57,8 8,7+ 1,06°

P. peltatum 750 54,5+ 1,04¢ 1918,0 £37,9¢ 20,2 + 0,60

Keterangan: superskrip berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05).

dan total VFA (P<0,05). Hal ini menunjukkan
bahwa respon penambahan PEG sangat
bergantung pada jenis hijauan yang diujikan.
Kecualipada S. alba, penambahan PEG terlihat
meningkatkan secara nyata (P<0,05) KBO, EM
dan produksi total VFA. Peningkatan ini lebih
nyata terjadi pada P. peltatum dibandingkan
dengan R. typhina. Meningkatnya nilai ketiga
peubah tersebut dengan penambahan PEG
disebabkan terbebasnya makromolekul dari
tanin dikarenakan tanin berikatan dengan
PEG yang afinitasnya lebih kuat dibandingkan
nutrien dalam hijauan (Makkar et al., 1995).
Berdasarkan hal tersebut nutrien seperti
karbohidrat, protein dan lemak dapat lebih
didegradasi dan lebih tersedia bagi mikroba
rumen yang kemudian berkontribusi bagi
peningkatan KBO, EM dan total VFA.

Khusus pada S. alba, penambahan PEG
tidak nyata dalam mempengaruhi perubahan
peubah KBO, EM dan total VFA dibandingkan
dengan perlakuan tanpa penambahan PEG.
Hal ini disebabkan kandungan dan aktivitas
biologis tanin pada S. alba sangat rendah
(Muetzel & Becker, 2006) sehingga ketika tanin
diinaktivasi oleh PEG, kontribusinya terhadap
perubahan ketiga peubah yang diamati juga
tidak nyata. Berdasarkan data di atas maka
dapat disimpulkan bahwa S. alba memiliki
keunggulan komparatif dibandingkan dengan
R. typhina dan P peltatum, yakni dengan
karakteristtknya yang tinggi kandungan

protein kasar, tinggi hemiselulosa dan rendah
kandungan serta aktivitas biologis taninnya.

KESIMPULAN

Kandungan protein kasar dan NDF S.
alba paling tinggi dibandingkan dengan R.
typhina dan P. peltatum, sedangkan kandungan
ADF-nya relatif tidak berbeda. Kandungan
tanin (total fenol dan total tanin) dan aktivitas
biologistaninS. alba sangatrendah berdasarkan
metode produksi gas in vitro tanpa dan dengan
penambahan PEG, sehingga S. al/ba memiliki
keunggulan komparatif dibandingkan dua
hijauan lainnya. Kandungan total fenol hijauan
berkorelasi signifikan dengan aktivitas biologis
tanin, sedangkan kandungan total tanin dan
tanin  terkondensasi tidak menunjukkan
korelasi yang signifikan. Metode penentuan
aktivitas senyawa antinutrien tanin berdasarkan
produksi gas in vitro merupakan metode yang
mudah, cepat dan sederhana sehingga dapat
diterapkan secara luas khususnya di negara
berkembang seperti Indonesia.
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