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KATA PENGANTAR

Jurnal Gizi dan Pangar {JGPy edisi November 2011 ini sangat istimewa, karena akan menjad: ed-
terakhir dengan tampilan cover yang telah digunakan sejak tahun 2006. Mulai edisi Maret 2012, JGP
akan tampil dengan wajah baru termasuk cover, pedoman penulisan, dan susunan redaxsi.
Penampilan baru yang diiringi dengan sernangat baru, perubahan manajemen dan strategi
pengelolaan tersebut diharapkan dapat membawa JGP menjadi jurnal nasional yang terakreditasi.

Pada edisi November 2011 ini JGP menyajikan beragam artikel hasil-hasil penetitian meliputy
intervensi gizi, gizi masyarakat, ketahanan pancan, dan prebiotik pangan lokal. Studi intervenst zat
gizt mikro dilakukan terhadap anak sekolah (SMP} dan tepaga Kkerja wanita. Suatu studi yang
mengkali tentang pengaruh pemberian zat gizi mikro dan pendidikan gizi terhadap pengetahuan
gizi, pemenuhan zat gizi dan pemenuhan status besi telah dilakukan. Penelitian lamn yang juga
mengkall pengaruh suplementasi besi telah dilakukan pada kelompok pekerja wanita. Hasil
penelitian i menunjukkan bahwa suplementasi yang ditakukan mampu meningkatkan status best
kelompok sasaran.

Studi asupan cairan pada ketompok anak usia sekolah dasar ditakukan di Kota Bogor. Sumber cairan
tubuh terutaima berasal dari air putin adalah susu. Terdapat kecenderungan preferensi anak-anak
lebin menyukal minuman yang “berasa” dibandingkan air putin. Berdasarkan penilaian subyektif,
ternyata masih banyak dijumpat anak-anak yang menderita dehidrasi ringan. Memasukkan minuman
{air putinsteh/susuy dalam bekal makanan dari rumah maupun alokasi uang jajan siswa sangat
penting dilakukan dalam rangka menjaga anak acar terhindar dari dehidrasi.

Desamn study agroekologt telah dilakukan untuk mengevaluasi kontribusi pangan sumber karbohidrat
dengan umt contoh wilayah kabupaten. Penyumbang terbesar enerai adalah beras, namum
kontribusinya lebih sedikit untuk masyarakat di wilayah perkotaan dibandingkan di pedesaan,
Konsumst beras tersebut lebih rendah dibandingkan dengan analisis dan publikasi yang selama ini
ditakukan oleh pemerintah. Sumber karbehidrat lainnya adalah jagung, singkong dan ubi jalar.

Penelitian lain_yang dimuat dalam Jurnal Gizi dan Pangan edisi November 2011 adalah tentang
Perilaku Hidup Bersih dan Sehat (PHBS) serta oerilaku gizi seimbang, kajian dampak aneka program
pemberdayaan masayarakat terhadap ketahanan pangan keluarga, dan penelitian mengenai
oligosakarida madu lokal serta analisis aktivitas prebiotiknya.

Redaksi
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PENGETAHUAN GIZI, PEMENUHAN ZAT GIZI DAN STATUS BESI REMAJA PUTRI

(The effect of Multi Micronutrients Supplementation and Nutrition Education on RNutrition
Knowledge, Nutrients Adequacy Ratio and lron Status of Young Adolescent Girls)
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' Departemen Gizi Masyarakat, Fakultas Ekologi Manusia, Institut Pertanian Bogor, Bogor 16680
" Alamat korespondensi: Departemen Gizi Masyarakat, Fakultas Ekologi Manusia, Institut Pertanian
Bogor, Bogor 16680. Telp: 0251-8621258; Fax: 0251-8622276; email: cmetid@yahoo.com

ABSTRACT

This study was aimed to analyze the effect of multi-micronutrients (MMN)
supplementation and nutrition education on nutrition knowledge, mean adequacy ratio (MAR)
and iron status of young adolescent girls (YAG). The study was done in three purposively
selected junior high schools {JHS) in rural Bogor by implementing a quasi experiment control
trial for 112 YAG for 16 weeks: thirty five YAG in the first JHS as a MMN group (SG) were given
three times of MMN tablets per week, forty two YAG in the second JHS were given MMN tablet
plus nutrition education delivered by trained teacher fortnightly called SGP group and thirty
five YAG in the third JHS as a control group. The result showed that the increment of
nutrition knowledge score as well as MAR of SGP group were significantly higher than the
other two groups. The decrement level of hemoglobin (Hb) in SG and SGP groups was
significantly lower than in control group, but in the subset data of anemic group, both
intervention groups had significantly increased level of Hb. This imply that nutrition education
improved nutrition knowledge of YAG, but MMN tablet could not improve Hb level in general

and only had effect on YAG suffering from anemia.

Key words: multi-micro nutrients, nutrition education, iron status, adolescent girls

PENDAHULUAN

Anemia merupakan masatah gizi utama
yang dijumpai pada remaja wanita di dunia
maupun di Indeonesia. Depkes Rl {2005} me-
laporkan prevalensi 26.5 persen pada remaja
wanita 15-19 tahun, sementara Permaesih dan
Herman (2005) melaporkan 30 persen pada
remaja wanita 10-19 tahun. Penelitian terse-
rak di beberapa wilayah Indonesia menunjuk-
kan prevalensi yang bervariasi, yaitu 17.2-80.2
persen (Angeles-Agdeppa et al. 1997, Depkes
RI 2003). Anemia disebabkan tidak hanya oleh
kekurangan zat besi, tetapi zat gizi mikro
lainnya seperti asam folat, vitamin A, vitamin
C, niboftavin dan vitamin B12 juga berperan
dalam terjadinya anemia, karena zat-zat gizi
tersebut berperan dalam eritropoiesis (pem-
bentukan sel darah merah) dan metabolisme
besi (Beard 2000; Allen 2002).

Suplementasi zat besi dan folat dengan
penambahan zat gizi mikro lainnya pada rema-
ja telah dilakukan beberapa peneliti Ahmed,
Khan, dan Jackson (2001); Soekarjo et al.
{2004); Jayatissa dan Piyasena {(1999); Angeles-
Agdeppa et al. (1997); Dillon (2005); Briawan
{2008). Hasilnya menunjukkan penambahan zat

besi dan folat dengan vitamin dan mineral la-
innya diantaranya dapat memperbaiki status
besi.

Upaya mengatasi masalah gizi disaran-
kan dilakukan dengan pendekatan yang lebih
berkelanjutan dan mempunyai nilai pengemba-
lian ekonomi (economic return) yang relatif
tinggi (World Bank 2006), yaitu melalui inter-
vensi pendidikan gizi agar terjadi perubahan
perilaku makan sehingga nantinya penurunan
prevalensi anemia dapat lebih dicapai. Remaja
dapat dikatakan merupakan target ideal pen-
didikan gizi, karena remaja umumnya bersifat
lebih terbuka serta menunjukkan keingintahu-
an dan ketertarikan terhadap ide atau penge-
tahuan baru.

Peningkatan pengetahuan gizi remaja
yang kemudian diharapkan dapat memperbaiki
sikap serta perilaku makan remaja dapat
dilakukan melalui sekolah dengan pertim-
bangan: 1} remaja menghabiskan sebagian
besar waktunya di sekolah dan 2) sekolah
memiliki guru Bimbingan dan Konseling (BK)
yang berkewajiban memberi bantuan kepada
siswa dalam upaya menemukan pribadi,
mengenal lingkungan dan merencanakan masa
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ISOLASI OLIGOSAKARIDA MADU LOKAL DAN ANALISIS AKTIVITAS PREBIOTIKNYA
{Isolation of Gligosaccharides from Local Honey and Analysis of its Prebiotic Activity)
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ABSTRACT

The objective of this study was to isolate oligosaccharides from local honey of Pulau
S.mbawa and province of Kalimantan Timur and to analyze its prebiotic activity in vitro.
‘iosaccharides were isofated with activated charcoal adsorption and ethanol treatment.
ctiveness of this method was evaluated by Thin Layer Chromatography and colorimetry. The
£s were then being a sample to prebiotic examination. Honey from Sumbawa forest has
- olivosaccharides content than honey from Kalimantan. Qualitative and quantitative assays
cowed that oligosaccharide isolation method was effective to concentrate the oligosaccharide

i high degree of polymerization but ineffective for mono- and disaccharides removal. The
~rznest percentages of hydrolysis of oligosaccharide from Sumbawa and Kalimantan by mimic
L3iric juice were 1.78% and 0.59 %. Whereas, the hydrolysis was higher with amylase, 11.87% for
c.mbaewa and 21.03% for Kalimantan honey oligosaccharides. Prebiotic activity was 0.32, and 0.09
.7 roney oligosaccharide from Sumbawa and Kalimantan respectively. Honey oligosaccharide
- o™ Sumbawa presented higher prebiotic activity than inulin as prebiotic reference (0.11). GC-
V5 chromatagram showed L. acidophilus cultured in media added with Sumbawa honey

wosaccharide produced lactic acid as the highest metabolite (48.01%).

ey words: oligosaccharide, local honey, prebiotic activity

PENDAHULUAN probiotik densgan polen dan madu sebagai
sumber prebiotik.

Prebiotik merupakan komposisi pangan
7z udak tercerna dan memberikan keun-
melalui  modulasi mikrobiota (FAO
1. Prebiotik mampu menstimulasi pertum-
v mikroflora menguntungkan seperti Lac-
7Ll dan Bifidobacteria. Beberapa laporan

“1zng efek prebiotik antara lain efek antipa-
©.I<7% {Schley & Field 2002), menurunkan le-
- canderson & Gilliland 1999) dan kolesterol
ims & Jackson 2002), meningkatkan ab-

oo uneral (Scholz-Ahrens et af. 2007), dan
-~ =iah kanker (Reddy et al. 1997). Sumber

Produksi madu lokal di Indonesia menca-
pai 115 ton per tahun dengan daya serap sebe-
sar 13% (Sititonga & Munthe 2009). Apis dor-
sata adalah lebah madu yang hidup di hutan
Indonesia dan merupakan lebah madu lokal
yang paling produktif (Hutagatung 2008). Pene-
litian ilmiah mengenai madu lokal di Indonesia
masih terbatas, termasuk tentang komponen
oligosakarida madu lokal serta potensinya se-
bagai prebiotik. Penelitian ini bertujuan meng-
isolasi oligosakarida madu lokal dari lebah Apis
Tk oumumnya merupakan oligosakarida, dor;ata asa(A Pulau Sumbawa qa_ﬂ Prqv_insi

- srbohidrat dencan niane tai 3 Kalimantan Timur dan menganalisis aktivitas
g panjang ran

“ - 12 unit (Roberfroid 2007). prebiotiknya secara in vitro.

~adu adalah salah satu campuran kar-
vang paling rumit di alam {Soga MATER!I DAN METODE
" -=ndungan terbesar pada madu adalah :

'z zan glukosa. Komponen lainnya yaitu Bahan dan Alat
~oa (Ruiz-Matute et al. 2010}, mine-
“oxoet gl 2003), senyawa fenolik (Yao
_2 3¢ enzim, dan air. Oligosakarida dari
“=2at meningkatkan jumlah bakteri fe-
=m3 o vitro (Sanz et al. 2005). Vamanu
Z. 2% membuat formulasi produk sim-
tara bakteri asam  laktat sebagai

Sampel madu berasal dart Hutan Bukit
Gunung Tambora, Xab. Bima, Provinsi Musa
Tenggara Barat, dan FHutan Kampung Bluan
Kab. Kutai Barat, Provinst Kalimantan Timur.
Sampel diperoleh pada bulan Februari 2010.
Bahan yang digunakan adatah arang aktif,
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etanol, kertas saring Whatman No.1, tempeng
KLT K6F silika 250pm (Merck), piridin, butanol,
N*{1-naftil) etilendiamina dihidroklorida
{Merck), metanol, H,50,, glukosa, fruktosa,
dan maltosa, asam lambung buatan, HC,
reagen Dinitrosalisilat (DNS), fenol, saliva,
bufer Na-fosfat, isolat Lactobacilius
acidophilus (koleksi Laboratorium Mikrobiologi,
Pusat Antar Universitas, PAU, (PB), kultur
Escherichia coli, kaldu de Mann Rogosa Sharpe
(MRS Broth, MRSB) (Oxcid), Nutrient Broth
{NB) (Oxoid}, kaldu media Minimal M9 (MM9),
inulin chicory (Merck).

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah oven, neraca analitik OHAUS GA 200,
vakum, hot plate stirrer {Gerhardt}, inkubator
(Kottermann Wisebath), penangas air, spektro-
fotometer Genesys 10UV, laminar, otoklaf
TOMY High Pressure Steam Sterilizer £5-315,
GC-MS pirolisis Shimadzu {Pusat Penelitian dan
Pengembangan Departemen Kehutanan).

Metode

Penelitian ini diawali dengan isolasi oli-
gosakarida madu lokal. Isolat kemudian diuji
secara kualitatif dan kuantitatif untuk menge-
tahui kandungan karbohidrat. Selain itu, diuji
pula tiga kriteria prebiotik dari isolat, yaitu re-
sistenst terhadap hidrolisis asam {ambung dan
a-amilase, stimulasi pertumbuhan bakteri, dan
aktivitas fermentasi bakteri.

Isotasi Oligosakarida (Hernandez et al. 2009}

Sebanyak 500 mg madu ditambah
dengan 3 gram arang aktif kemudian dilarut-
kan ke dalam 100 mbL etanol 10 persen dan
diaduk selama 30 menit. Campuran disaring
dengan kertas saring Whatman No.1 pada
keadaan vakum dan arang aktif dibilas dengan
25 mi etanol 10 persen. Desorpsi oligosakarida
dilakukan dengan menambahkan 100 mt etanol
50 persen v/v. Campuran diaduk selama 30
menit dan disaring lagi dengan kertas saring
Whatman No.1. Filtrat dievaporasi pada ke-
adaan vakum pada suhu 40°C.

Deteksi  Otigosakarida dengan Kromatografi
Lapis Tipis (KLT)

Efektivitas metode isolasi oligosakarida
diuji secara kualitatif dengan KLT. Sampel
dilarutkan dalam etanol 50 persen dengan
konsentrasi 5 persen b/v, standar karbohidrat
dibuat pada konsentrasi 1 persen b/v. Sampel
ditotolkan ke lempeng KLT dan dielusi dengan
campuran  pelarut  piridin:butanol:air (4:6:3
viv) {Aso et al. 1960). Setelah kering, lempeng
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direndam hingga jenuh dengan larutan berisi
0.3g/100  mL  N*{1-naftil)  etilendiamina
dihidroklorida pada sistem pelarut yang terdiri
atas metanol:H;S0, (97:3 v/v) {Vergara et al.
2010}, Lempeng dipanaskan pada oven dengan
suhu 90°C hingga spot dapat terlihat.

Pengukuran Komposisi Karbohidrat

Gula pereduksi diukur dengan metode
DNS  {modifikasi Wichienchot et al. 2010},
Karbo-hidrat  total diukur dengan metode
fenol-sulfat  (modifikasi Wichienchot et al.
2010). Kurva standar glukosa dibuat pada kon-

sentrasi 0-1 mg/mi.

Pengujian Kriteria Prebiotik

Resistensi terhadap hidrolisis asam lambung
{Wichienchot et al. 2010}

Isolat oligosakarida dilarutkan dalam air
reverse osmosis (RO) dengan konsentrasi i
mg/mbL. Asam lambung buatan dibuat dengan
buffer HCL dengan komposisi dalam g/L; MaCl
(8), KCU {0.2), Na,;HPO,-2H,0 (8.25), NaH.PQC,
{14.35), CaCl;-2H,0 (0.01), MaCl,-6H,0 (0.18).
Pengaturan pH 7 dilakukan dengan HCL 5 M.
Buffer HCL ditambahkan ke larutan sampel
dengan perbandingan 1:1 dan diinkubasi pada
suhu 37°C selama 2 jam. Pada jam ke-0, 1, dan
2 diambil 0.2 mbL untuk pengujian kandungan
gula pereduksi, sementara itu untuk peng-
ukuran karbohidrat total diambil sebanyak 0.2
mi dan hanya diukur pada jam ke-0. Pengujian
ditakukan dengan dua kali ulangan. Persentase
hidrolisis  dihitung  dengan  rumus  sebagai
berikut:

Gp, — Gp

Hidrolisis  {fu) w2 0 ol oes 1% 100
) (.-'u/u/ Kt — Gp U)

Keterangan

Gp, = konsentrasi gula pereduksi jam ke-t
Gp, = konsentrasi gula pereduksi jam ke-0
KH = konsentrasi karbohidrat

Resistensi  terhadap  hidrolisis  a-amilase

(Wichienchot et al. 2010).

Amitase diperoleh dari saliva yang dien-
cerkan hingga konsentrasinya 3 unit/ml. Isolat
oligosakarida disiapkan dengan membuat larut-
an 1 persen sampel pada bufer Na-fosfar,
Kemudian larutan enzim ditambahkan ke 1a-.-
an sampel dengan perbandingan 1:1. Ca
an diinkubasi selama 4 jam dan diukur
pereduksinya pada jam ke-0, 1, 2, dan 4.
kah lainnya sesual dengan pengujian resistor
terhadap hidrolisis asam lambung.
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Stimutast  pertumbuhan  bakter)

Huebner et al. 2008)

{modifikasi

Bakteri yang digunakan adalah bakteri
probiotik L. acidophilus dan bakteri enterik £,
coli. Sebelum digunakan, kultur L. acidophitus
ditumbuhkan pada MRSB sematam pada suhu
37°C secara aerob dengan aerasi 100 rpm.
Kultur E. coli diperlakukan sama dengan per-
bedaan media kultur yaitu NB. Media uji sti-
mutasi terdiri atas 10 mlL MRSB untuk bakteri
probictik  dan media MM untuk bakteri
enterik. Setiap media ditambah dengan 1 mbL
tarutan berisi 10 mg sampel. Kultur bakteri
kemudian diinockulasi sebanyak 5 persen v/v ke
dalam media ujt stimulasi dan  diinkubas
selama 24 jam pada subu 37°C dengan aerasi.
Rapat Optik {Optical Density, OD) diukur pada
A 600 nm pada jam ke-0, dan 24. Blanko
adalah media uji stimulasi tanpa inokulasi
bakteri. Aktivitas stimulasi dinyatakan secara
kuantitatif melalui

Ppeo~ Ip 0 5 Lpi - Fpow \
v Py Poon bl Pe 0

Keterangan:

Ppt - OD prabiotik pada pretiolik setelsh tjam

Pp0 = OO probiotik pada prebiotik setelah O jam

Pgt = OD probiotik pada kontrol  (elukosal setelzh
1)am

P00 = OD pigbiotik  pada kontrol  (glukosay  setetah
0 jam

Ept - OD enterik pada prebiotik setelah 1 jam

EpG = OD enterik pada prebioyk setelah 0 jam

Eat - 0D enterik pada  kontrol  (glukosa)

T jam
- 0D enterik pacda kontrot {glukosaj setetah O jam

setelah

135 Fermentasi Bakteri

“ultur L. acidophilus yang menunjukkan
wiea stimulasi pertumbuhan tertinggi  diuji
untuk aktivitas fermentasi bakteri. Aktivitas
kultur ditentukan dengan mengukur produk
akhir fermentasi yang berupa asam organik
dengan GC-MS Pirolisis Shimadzu. Suhu injek-
tor 200°C, helium sebagai gas pembawa, dan
Flame lonization Detector {FID) sebagai detek-
tor. Kromatogram yang diperoleh dibandingkan
dengan basis data Wiley7.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Warna dan lsolat Oligosakarida
Madu

Hutan Sumbawa dan Kalimantan meru-
pakan sentra perburuan madu hutan di
indonesia. Sampel madu hutan diambil pada
bulan Februari 2010 dengan bantuan penduduk
setempat. Madu lokal yang digunakan dihasit-

Jurnal Gizi dan Pangan, 2011, 6(3): 217-224

kan dari lebah hutan Apis dorsata. Kedua
sampel madu yang digunakan adalah madu
multifloral.

Madu lokal Sumbawa memiliki warna
coklat keruh, sementara madu Kalimantan
berwarna coklat bening. Aso et al. (1960)
menyebutkan beberapa warna madu antara
tain kuning, kuning pucat, coklat, coklat
pucat, dan coklat gelap. Faktor utama yang
menyebabkan perbedaan warna pada madu
adalah sumber nektar (National Honey Board).
Faktor lain yang mempengaruhi warna madu
adalah proses penyimpanan, kadar senyawa
fenolik, dan kadar mineral (Anklam 1997).

Rendemen isolat oligosakarida madu
Sumbawa adalah 1.79 persen, sedangkan ren-
demen isolah madu Kalimantan sebesar 2.06
persen. isolat yang dihasilkan berwarna hitam
untuk madu Sumbawa dan coklat untuk madu
Kalimantan. Hal ini terkait dengan warna
madu sebelum isolasi. Kedua isolat yang diper-
oleh terlihat mengilap yang diduga merupakan
gula yang mengalami karamelisasi.

Kromatogram Oligosakarida Madu Sumbawa
dan Kalimantan

Kromatogram yang dihasilkan menun-
jukkan kandungan madu dan solat oligo-
sakarida madu Sumbawa relatif sama yakni
maonosakarida campuran glukosa dan fruktosa,
dan karbohidrat dengan DP:2 {(Gambar 1a).
Terdapat sedikit perbedaan nilai Rf vang
diduga berasal dari matriks sampel yang
mempengaruhi pergerakan karbohidrat selama
proses elusi.

Spot kromatogram isolat oligosakarida
dengan nilai Rf 0.46, 0.56, dan 0.68 memiliki
ketebalan yang hampir sama dengan spot pada
madu Sumbawa. tni mengindikasikan bahwa ta-
hap isolasi tidak begitu mempengaruhi jumiah
karbohidrat tersebut. Spot untuk di- dan mo-
nosakarida yang tebal menunjukkan kandungan
keduanya masih tinggi. Hal int memperkuat ha-
sit yang diperoleh pada visualisasi isolat oligo-
sakarida yang mengkilap.

Kromatogram isolat oligosakarida juga
menunjukkan 2 spot baru dengan Rf 0.12 dan
0.46 yang dapat dibedakan menjadi spot se-
cara jelas dan diduga merupakan oligosa-
karida yang paling banyak dikandung oleh ma-
du Sumbawa. Selain itu di antara Kedua spot
terdapat ekor yang menunjukkan kumpulan
oligosakarida. Ekor tersebut tidak dapat dibe-
dakan secara jelas menjadi spot-spot tertentu.
Hal ini dikarenakan pada madu terdapat pu-
luhan jenis senyawa karbohidrat dengan kadar
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yang rendah sehingga tidak memberikan batas
antarspot yang spesifik.

Kromatogram madu Kalimantan meng-
hasilkan empat spot sementara isolat oligo-
sakaridanya menghasilkan lima spot (Gambar
1b). Kromatogram isolat menunjukkan kompo-
sisi karbohidrat yang relatif sama dengan madu
tanpa isolasi yakni mono-, disakarida, dan
karbohidrat DP22. Jika dibandingkan dengan
nitai Rf standar, spot dengan nilai Rf 0.69
diduga sebenarnya terdin atas dua spot yaitu
mono- dan disakarida. Spot ini jauh lebih tebal
dibandingkan spot tain. Oleh karenanya isolat
oligosakarida madu Kalimantan juga diper-
kirakan masih mengandung mono- dan disa-
kanda vang tinggi. Terdapat dua spot
oligosakarida dengan nilai Rf 0.11 dan 0.37.
Kedua spot ini hanya muncul pada kroma-
togram isolat  oligosakarida.  lIsolat  oligo-
sakarida madu Kalimantan juga menunjukkan
adanya ekor pada  kromatogram  yang
mengindikasikan beragam karbohidrat dalam
jumlah yang rendah {Gambar 1b).
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Gambar 1. Kromatogram Isolat Oligosakarida
Madu (a) Sumbawa; (b) Kalimantan.
F: fruktosa, G: glukosa, M: Maltosa,
5X: madu Sumbawa, S$: isolat
oligosakarida madu Sumbawa, KX:
madu Kalimantan, K: isolat
oligosakarida madu Kalimantan.
tkor  kromatogram  ditunjukkan
dengan tanda panah.

Kromatogram isotat oligosakarida madu
Sumbawa dan Kalimantan menunjukkan meto-
de isolasi oligosakarida yang digunakan efektif
dalam memekatkan kadar karbohidrat dengan
DP vyang lebih tinggi (DP=3). Ini dapat dilihat
dari sampel isolat oligosakarida yang menun-
jukkan adanya spot-spot baru. Hasil kroma-
togram isolat oligosakarida madu Sumbawa
dan Kabimantan juga menunjukkan adanya
ekor pada kromatogram. Hal ini menandakan
bahwa pada konsentrasi dan penotolan sampel
KLT vyang sama, oligosakarida pada madu
berada pada kadar vyang sangat rendah
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sehingga tidak dapat dideteksi dan mengha-
silkan spot. Sementara itu proses isolasi
mampu meningkatkan kadar clisosakarida se-
hingga dapat terlihat pada kromatogram mes-
kipun betumn dapat digolongkan menjadi spot
yang spesifik. Masih adanya spot mono- dan
disakarida menandakan senyawa-senyawa ter-
sebut belum berhasil dihilangkan dan masih
berada dalam jumlah yang tinggi.

Komposisi Karbohidrat Madu Hasil Isolasi

Kandungan karbohidrat isolat oligosaka-
rida madu juga ditentukan secara kuantitatif
dengan metode spektrofotometri. Madu Sum-
bawa mengandung gula pereduksi 36.24+0.24
persen dan karbomdrat total 66.02:0.54 per-
sen b/b. Adapun isolat oligo-sakarida madu
Sumbawa mengandung gula pereduksi dan kar-
bohidrat total berturut-turut 33.59:0.66 dan
64.38+2.99 persen b/b. Madu Kalimantan
mengandung cula pereduksi 67.8+0.38 persen
dan karbohidrat total 82.45z3.7 persen b/b,
Sementara itu solat oligosakaridanya mengan-
dung gula peredukst 42.39+1.1% persen dan
karbohidrat total 73.99+2.55 persen b/b.

Menurut Khalil et al. (2001), kandungan
gula pereduksi madu sekitar 75 persen, dan
karbohidrat totalnya mencapai 85 persen.
Madu Sumbawa mengandung gula pereduksi
dan karbohidrat total yang lebih rendah.
Sermmentara 1tu, madu Kalimantan mengandung
gula pereduksi dan karbohidrat total dalam
rentang umum  tersebut. Namun demikian,
madu  Sumbawa mengandung lebih banyak
olisosakarida dibandingkan madu Kalimantan.
Kandungan oligosakarida ini dapat ditihat dari
selisth antara karbohidrat total dengan gula
pereduksinya. Oligosakarida tergolong gula
nonpereduksi. Beberapa disakarida juga meru-
pakan gula nonpereduksi. Kandungan oligo-
sakarida madu Sumbawa sekitar 29.78 persen,
sementara oligosakarida madu  Kalimantan
sekitar 14.65 persen.

Uji kuantitatif menunjukkan metode ad-
sorpsi arang aktif dan konsentrasi etanol ber-
tingkat hampir tidak memberi pengaruh pada
madu Sumbawa. Kandungan gula pereduksi iso-
{at oligosakarida yang masih tinggi ini rmem-
perkuat hasil visualisasi dan kromatogram
isolat.

Metode isolasi menurunkan kadar gula
pereduksi  hingea 25 persen pada isolat
oligosakarida madu  Kalimantan, sementara
karbohidrat total hanya berkurang sedikit.
Berdasarkan kromatogramnya, isolat oligo-
sakarida madu Kalimantan menunjukkan spot
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monc-  dan  disakarida vyang masih  tebal.
Sementara  itu metode  kolorimetri menun-
";L‘mr@ kandungan gula pereduksinya sudah

uh berkurang dari kandungan madu awal. Hal
ni dapat  terjadi karena tidak sernua disa-
~anda adalah gula pereduksi, sehingga pada
,m’u;aan KLT terdeteksi sebagai disakarida
tetapt  pada kolorimetri  tidak terdeteks
sebagal gula pereduksi.

Hernandez et al. (2009} dan Sanz et al.
(20051 menyebutkan mono- dan disakarida
dapat dihvlangkan hampir seluruhnya dencan
mctode adsorpsi arang aktif. Hal ini berbeda
dengan hastt vyang diperoleh baik dengan
pengdiian kualitatif maupun kuantitatif. Per-
bedaan hasil yang diperoleh ini dapat dise-
iskan perbedaan g¢rade bahan isolasi yang
UNRAKAan.

Resistensi
Amilase

terhadap Asam Lambung dan

Resistensi terhadap asam lambung dan
rmytase adalah salah satu syarat dari prebiotik
Reperfroid 20073, Sampel menunjukkan per-
sentase  hidrolisis jsolat oligosakarida madu
Sumbawa  dan madu  Kalimantan berbeda.
Keduanya memiliki  tingkat hidrolisis asam
lambung tertinggi pada jam pertama inkubasi
1.78 persen untuk isolat oligosakarida
madu Sumbawa dan 0.59 persen untuk madu
Kaumantan. Jumlah ini kemudian menurun
pada jam kedua yaitu'1.27 persen untuk isolat
oligosakarida madu Sumbawa dan -0.4 persen
untuk madu Kalimantan.

FaARM

Fengukuran pada jam ke-2 menunjukkan
persentase  hidrolisis bernilai negatif untuk
isolat oligosakarida madu Kalimantan. Nilai
negatif ini dapat disebabkan adanya gangguan
ion dart garam yang menyusun asam lambung
buatan. Metode DNS vyang digunakan untuk
mengukur gula pereduksi akan terganggu bila
samnel mengandung banyak ion (Sinegani &
Emtiazi 2006).

Hidrolisis amilase saliva meningkat se-

waktu untuk masing-masing isolat oligo-
ida madu. Isolat oligosakarida madu Sum
cxea mengalam hidrolisis  sebanyak 8.18,
L2 dan 11.87 persen pada jam ke-1, 2, dan
4. I<mentara isolat oligosakarida madu Kali-
~713n mengalami hidrolisis sebesar 13,76,
ot dan 21.03 persen. Berbeda dengan
coczuran resistensi terhadap asam lambung,
3iiuosakar;da madu Kalimantan menga-
ngkat hidrolisis yang tebih tinggi. Hal im
L a.ka:tkan dengar hasit pengukuran kom-
* ~arbohidrat sebelumnya yang menunjuk-
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ar

al
t
ar
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kan jumiah gula pereduksi pada isolat oligo-
sakarida madu Kalimantan yang lebih tinggi di-
bandingkan madu Sumbawa. Resistensi oligosa-
karida ini sesuai dengan Rittig {2001) dalam
Sanz et al. (2005) yang menyebutkan bahwa
oligosakarida madu memiliki resistensi terha-
dap asam lambung dan enzim pencernaan se-
cara in vitro.

Stimulasi Pertumbuhan Bakteri

Kurva perturnbuhan L. acidophilus yang
ditumbuhkan dalam MRSB menunjukkan kuttur
usia 24 jam telah berada di fase stationer
{Gambar 2). Kurva pertumbuhan £. coli berpe-
doman pada Kao et al. (2004} dan Kaur &
Chakraborti (2010) yang menyebutkan pada
jam ke-24, kultur E. coli telah berada pada
fase stasioner. Fase stasioner terjadi saat sum-
ber nutrisi yang berasal dari media mulal ha-
bis. Uji stimulasi ditakukan dengan memberi-
kan isolat oligosakarida sebagail sumber karbon
{C) tambahan ke dalam media kultur bakteri.
Bakteri yang mampu memanfaatkan sampel
isolat oligosakarida madu sebagai sumber kar-
bonnya akan menunjukkan pertumbuhan yang
lebih batk dibandingkan kultur bakteri lainnya.
Hal ini ditunjukkan melalui selisth nilal OD an-
tara jam ke-24 dan jam ke-0 yang lebih tinggi.

Opocal Density

P - R A DU R 5 S BN
Jlam ka-

Gambar 2. Kurva Pertumbuhan Lactobacillus
acidophilus dalam MRSB

Berdasarkan 0D vyang diperoleh pada
jam ke-0 dan ke-24, diperoleh bahwa isolat
oligosakarida madu Sumbawa, Kalimantan, dan
inulin memitiki aktivitas prebiotik yaitu mam-
pu  menstimulasi  pertumbuhan  bakteri L.
acidophilus. i1solat oligosakarida madu Sumba-
wa moemberikan pengaruh prebiotik sebesar
0.3274, vyang, hampir tiga kali lebih besar
dibanding inulin yakni sebesar 0.118%, Semen-
tara isolat oligsosakarida madu Kalimantan me-
nunjukkan kemampuan stimutast yang palin
rendah yakni 0.0973.

L.acidophilus  diduga memiliki - enzim
yang mampu mendegradasi oligosakarida madu

dan memanfaatkannya scbagai sumber karbon.
L. acidophitus memiliki gen msm dan BirA yang
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terlibat dalam pemanfaatan FOS, salah satu
jenis prebiotik, sebazai sumber karbon. Gen
msm mengodekan ATP binding cassette {AB(C)
transporter yang menyalurkan sumber karbon
ke dalam sel. Sementara itu gen BfrA
mengodekan fruktosidase yang berfungsi untuk
mencerna FOS. Efek stimulasi pertumbuhan
yang ditunjukkan oleh prebiotik bersifat
spesifik terhadap galur bakteri, Tidak semua
bakteri probiotik dapat memanfaatkan semua
prebiotik (Artanti 2009).

Isolat  oligosakarida madu Sumbawa
menunjukkan aktivitas prebiotik yang lebih
tinggi dibandingkan inulin  Biedrzycka dan
Bielecka (2004) menyebutkan oligosakarida
rantai pendek, tanpa percabangan, dan larut
air lebih mudah dimanfaatkan oleh bakteri.
Oligosakarida madu umumnya merupakan di-,
tri-, dan tetrasakarida, sementara inulin
adalah oligosakarida dengan DP 10-60.

Aktivitas Fermentasi

Kriteria prebiotik ketiga ialah mem-
pengaruhi aktivitas fermentasi. Aktivitas fer-
mentasi diukur metatui produk fermentasi yang
dihasilkan  kultur. Isolat olicosakarida madu
Sumbawa menunjukkan efek stimulasi pertum-
buhan yang paling tinggi schingga kultur L.
acidophilus yang ditumbuhkan pada media
tersebut  diuji untuk  mengetahui  produk
fermentasi yang dihasilkan. Kromatogram me-
nunjukkan 19 pincak senyawa terdeteksi dari
kultur tersebut (Gambar 3).

Kultur bakteri usia 24 jam vyang ditum-
buhkan dalam lingkungan aerchb menghasilkan
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asam laktat {puncak E) sebagai metabolit uta-
ma vaitu 48.01 persen. L. acidophilus tergo-
long bakteri asam laktat homofermentatif se-
hingga metabolit utamanya adalah asam lak-
tat. Berdasarkan kromatogram, asam laktat
yang dibentuk seturuhnya merupakan tipe L{+).
Hasil ini  berbeda dengan Sanders dan
Klaenhammer (2001) yang menyebutkan bahwa
L. acidophilus menghasilkan asam laktat tipe
L{+) dan D{-}.

Dalam lingkungan aerob, L. acidophilus
menghasitkan asam laktat sebagai metabolit
utama, namun dalam keadaan anaerob seperti
pada kolon, bakteri ini jugsa menghasilkan
asam asetat yang merupakan asam lemak
rantai pendek (Maaber et ol. 2004). Asam
asetat juga mungkin terbentuk karena asam
laktat digunakan oleh  baktert hetero-
fermentatif. Gibson et al. {1996) menyebutkan
bahwa dalam kolon, metabolit yang dihasilkan
suatu jenis bakteri dapat digunakan oleh
bakteri lain dan menghasilkan metabolit yang
haru. Hang dan Savaiano {1997} menyebutkan
bahwa penambahan L. acidophilus pada fer-
mentasi  kultur  berkesinambungan  yang
diinckulasi dengan bakteri feces menghasilkan
peningkatan produksi asam asetat. Asam laktat
adatah asam organik yane menguntungkan
pada pencernaan karena dapat berfungsi
sebagai antimikrob bagi bakteri di datam koton
{Sanders & Klaenhammer 2001). Selain itu,
salah satu mekanisme penurunan kolesterol
oleh L. acidophilus adalah  pengikatan
kolesterol dengan asam laktat (Suzuki et al.
1991 dalam Jiang & Savaiano 1997).
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Gambar 3. Kromatogram GC-#MS  Pirolisis Kultur L. acidophilus dalam MRSB dengan Isolat
Oligosakarida Madu Sumbawa sebagai Tambahan Sumber Karbon Menunjukkan Asam
Laktat {E) sebagai Metabolit Ekstraseluler yang Utama
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KESIMPULAN

Madu Sumbawa mengandung jumlah
oligosakarida yang lebih tinggi dibandingkan
madu Kalimantan. Isolasi oligosakarida dengan
arang akuif dan etanol bertingkat 10 dan 50%
uidak efektif untuk menghilangkan mono- dan
disakarida tetapi efektif untuk memekatkan
konsentrasi oligosakarida DP23.

Pengujian in vitro menunjukkan isolat
oligosakarida madu Sumbawa dan Kalimantan
memenuhi kriteria prebiotik yakni resisten ter-
hadap asam lambung dan enzim pencernaan,
memiliki  efek stimulasi pertumbuban  yang
selektif, dan mempengaruhi aktivitas fermen-
tasi. Isolat oligosakarida madu Sumbawa me-
nunjukkan efek stimulasi pertumbuhan bakteri
L. acidophilus terbesar. Kultur L. acidophilus
yang ditumbuhkan pada media dengan isolat
chigosakarida madu Sumbawa sebagai tambah-
an sumber € menghasilkan asam laktat sebagai
~2iabolit utama (48.01%)

Selain itu pemanfaatan patensi ekonomi
 perlu dioptimalkan untuk meningkatkan
S/kapita dan  dilakukan pendistribusian

sirasakan oleh semua pibak.

Perlu dilakukan penentuan konsentrasi

2. «wkal perlu diidentifikasi lebih lanjut, Uji
smutasi pertumbuhan bakteri perlu ditakukan
~z.am keadaan anaerob sesuat keadaan in vivo
323 kolon, dengan isolat berupa campuran
oa-teri kolon dan fruktooligosakarida (FOS)
- Dhagai prebiotik pembanding.
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