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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui hubungan konsumsi pangan, bioavailibilitas dan
status anemia pada siswi remaja. Studi cross sectional dilakukan di SMK Pelita Ciampea
Kabupaten Bogor. Data dikumpulkan dari 74 orang siswi remaja yang me liputi konsumsi
pangan dengan recall 2x24 jam dan kadar hemoglobin. Estimasi bioavailabilitas besi
dihitung dari konsumsi pangan menggunakan metode Du et al. (1999). Rata-rata
konsumsi daging dan buah berturut-turut 68 g/hari dan 73 g/hari. Asupan protein, besi,
dan vitamin C berturut-turut 38,3 g, 10,8 mg dan 25 mg; dengan tingkat kecukupan gizi
berturut-turut 76,6%, 41,7% dan 33,4%, Estimasi bioavailabilitas zat besi 1,09 mg atau
10,04% dan termasuk dalam kategori sedang. Biovalibilitas zat besi (mg) berhubungan
nyata dengan konsumsi daging sapi dan ayam (r=0,381) dan asupan vitamin C (r=0,340)
(p<0,05). Prevalensi anemia siswi sebesar 10,8%, dan kadar hemoglobin berhubungan
nyata dengan asupan vitamin C (r=0,002) dan vitamin A (r=0,022) (p<0,05).

Kata kunci: Anemia, konsumsi pangan, bioavailabilitas besi, siswi remaja.
ABSTRACT

The research objective was to analyze the profile of food consumption, iron
bioavailability and anemia status of school girls in High School. The cross sectional study
was conducted at SMK Pelita in Bogor District. The baseline data was collected from
74 school girls including 2x24 hours food record and hemoglobin (Hb). Du et al. (1999)
method was applied to estimate the iron bioavailability from food consumption. The meat
and fruits consumption is 68 g/day and 73 g/day respectively. Most of the subjects
(83.2%) consume less food compared to the Indonesian Dietary Guidelines. The mean
protein, iron and vitamin C intakes are 38.3 g, 10.8 mg, and 25 mg respectively.
Compared to the Indonesian’s RDA these intakes are low i.e. 76.6%, 41.7%, and 33.4%
respectively. The mean iron bioavailability is 1.09 mg or 10.04%, and it’s categorized as
moderate. Iron bioavailability (mg) is significantly associated with the meat and chicken
consumption (r=0.381) and vitamin C intake (r=0.340) (p<0.05). The anemia prevalence
is 10.8%, and haemoglobin concentration is significantly related to the intake of vitamin
C (r=0.002) and vitamin A (r=0.022) (p<0.05).

Keywords: Anemia, food consumption, iron bioavailability, schoolgirls.
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PENDAHULUAN

Dalam siklus hidup manusia, salah satu kelompok yang berisiko tinggi
terhadap kejadian anemia adalah remaja wanita. Jumlah populasi anak usia
sekolah (usia 10-19 tahun) sekitar 40 juta dari 230 juta penduduk Indonesia, dan
sebanyak 50% diantaranya adalah kelompok wanita yang berisiko tinggi terhadap
anemia. Pada anak sekolah, penderita anemia akan menurunkan tingkat kesehatan,
prestasi akademik, dan kemampuan fisik (Grantham and Cornelius, 2001).
Penelitian Soewondo et al. (1989) yang dilakukan di Bandung dengan melibatkan
remaja anemia dan non anemia menunjukkan bahwa anak remaja tidak anemia

belajar dengan cepat dibandingkan anak remaja anemia (p<0,01).

Di Indonesia prevalensi anemia remaja wanita masih cukup tinggi, yaitu
antara 20—40%. Besarnya pervalensi tersebut menunjukkan perbaikan program
pemerintah hasilnya kurang signifikan dalam menurunkan prevalensi anemia.
Penanggulangan anemia di Indonesia mempunyai tiga strategi, yaitu suplementasi
besi, pendidikan gizi, dan fortifikasi pangan. Penyebab anemia 50-80% di
antaranya karena rendahnya kualitas konsumsi pangan masyarakat, termasuk
diantaranya asupan zat besi (Depkes, 2003). Berdasarkan pola konsumsi pangan
masyarakat seperti saat ini, asupan besi yang hanya berasal dari konsumsi pangan
sehari-hari sulit untuk memenuhi kebutuhan zat besi yang tinggi pada remaja
wanita. Konsumsi pangan pada 37,9% masyarakat masih di bawah 50,0%
kecukupan zat besi, yang apabila tanpa didukung program lainnya, maka
perbaikan kualitas konsumsi pangan masyarakat akan sulit dipenuhi (Depkes,
2005).

Program suplementasi yang dilakukan pemerintah adalah Pencegahan dan
Penanggulangan Anemia Gizi Besi (PPAGB) dengan sasaran anak sekolah
menengah (SMP dan SMA) (Depkes, 2005). Meskipun demikian, program
PPAGB tidak selalu berhasil karena di beberapa kabupaten/kota prevalensi
anemia tidak menurun. Di Kota Bekasi hanya menurunkan prevalensi anemia
pada siswi SMP dan SMK sebesar 3,4%. Hal tersebut diantaranya karena
penerimaan (compliance) suplemen yang rendah (Briawan, Adriani, dan
Pusporini, 2009).
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Salah satu penyebab anemia adalah rendahnya asupan zat besi terkait
dengan nilai bioavailabilitas zat besi pada konsumsi pangan. Pada menu makanan
yang porsi sumber hewaninya besar maka bioavailabilitas zat besi menjadi tinggi.
Sebaliknya menu makanan yang sebagian besar terdiri dari sumber nabati,
bioavailabilitas zat besi menjadi rendah. Secara umum bioavailabilitas zat besi di
Indonesia masih tergolong rendah karena menu makanannya masih mengandung
tinggi zat penghambat seperti serealia dan kacang-kacangan. Dalam penetapan
AKG zat besi di Indonesia diasumsikan bioavalibilitasnya sebesar 10% (Kartono
dan Soekatri, 2004). Berdasarkan pertimbangan tersebut di atas, penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis konsumsi pangan, bioavailibilitas zat besi dan

anemia pelajar siswi.

METODE PENELITIAN

Naskah penelitian ini merupakan data baseline dari penelitian Efikasi
pangan lokal bergizi untuk perbaikan anemia dan peningkatan prestasi
akademik”. Lokasi penelitian ini dilakukan di SMK Pelita Ciampea, Kabupaten

Bogor. Pengumpulan data dilaksanakan pada bulan Mei—-Juni 2012.

Jumlah dan Cara Penarikan Contoh

Contoh adalah siswi kelas X jurusan butik dan X—XI keperawatan di SMK
Pelita Ciampea yang berjumlah 74 orang. Kedua jurusan ini dipilih secara
purposive karena dibandingkan jurusan lainnya terdapat banyak siswa putri.
Kriteria inklusi adalah remaja putri yang sudah menstruasi, bersedia berpartisipasi

penelitian dan diwawancarai sampai selesai dan tidak sedang menderita sakit.

Jenis dan Cara Pengumpulan Data

Jenis data yang dikumpulkan meliputi karakteristik siswi yaitu umur, usia
pertama menstruasi, lama menstruasi, siklus menstruasi, dan uang saku. Selain itu
juga dikumpulkan data karakteristik orangtua seperti pendapatan. Berat dan tinggi
badan subjek diukur langsung dengan stadiometer dan timbangan badan. Data
tersebut dikumpulkan melalui pengisian sendiri terhadap kuesioner yang telah

disiapkan. Data konsumsi pangan dikumpulkan dengan cara penjelasan dan
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diikuti pengisian kuesioner dengan recall 2x24 jam. Status anemia siswi diketahui

dari pemeriksaan kadar hemoglobin (Hb) darah.

Pengolahan dan Analisis Data
Data yang diperoleh kemudian dikumpulkan untuk diolah dan dianalisis
secara statistik. Proses pengolahan data meliputi editing, coding dan entry data.

Selengkapnya variabel dan kategori dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Variabel dan Kategori Penilaian

No Variabel Kategori
1 Status gizi (IMT/U) Sangat Kurus z<-3, Kurus -3< z<-2, Normal -
2<z<+1, Gemuk +1< z<+2, Obese z>+2
2 Status gizi (TB/U) Sangat pendek z<-3, Pendek -3<z<-2, Normal z>-2
3 Tingkat kecukupan energi Defisit berat <70% AKG, Defisit sedang 70-79%
dan protein AKG, Kurang <90% AKG, Cukup 90-119% AKG,
Lebih >120% AKG
4 Tingkat kecukupan vitamin  Kurang <77% AKG, Cukup >77% AKG
dan mineral
5 Status anemia Anemia <12 g/dL, Tidak Anemia 12-14 g/dL.

Bioavailabilitas zat besi konsumsi pangan dalam penghitungannya
ditentukan oleh besi heme dan non heme, zat pendorong dan penghambat
penyerapan besi dari pangan. Estimasi yang digunakan untuk menghitung
bioavailibilitas (tingkat ketersediaan biologis) zat besi adalah metode Du et al.
(1999). Bioavailabilitas heme diasumsikan sebesar 23% dan faktor heme sebesar
40%. Bioavailabilitas non heme dengan menggunakan persamaan: 1,7653+1,1252
In (EFs/IFs). Adapun EFs merupakan penjumlahan vitamin C (mg), jumlah
konsumsi pangan sumber hewani (g), sayuran dan buah (g), dan koefisien 1.
Sedangkan IFs merupakan penjumlahan serealia (g), kacang-kacangan (g), teh ()

dan koefisien 1.

Uji korelasi Pearson digunakan untuk melihat signifikansi hubungan
bioavailabilitas zat besi dengan variabel independen seperti asupan zat besi,
vitamin C dan protein, konsumsi pangan hewani; serta kadar Hb dengan asupan

zat besi, bioavailabilitas besi, asupan protein, vitamin A dan vitamin C.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Subjek

Remaja merupakan masa peralihan antara masa anak dan masa dewasa.
Umur siswi berkisar antara 14,7-18,5 tahun dan rata-rata 16,6 + 0,7 tahun. Pada
remaja kebutuhan zat besi yang tinggi terjadi terutama saat periode growth spurt.
Rata-rata kebutuhan zat besi untuk pertumbuhan pada remaja 0,55 mg/hari
(Hallberg, 2001). WNPG (2004) menetapkan AKG zat besi sama baik pada

kelompok usia remaja maupun dewasa (13—49 tahun) yaitu 26 mg/hari.

Umur pertama kali mengalami menstruasi berkisar antara 9-15 tahun,
dengan rata-rata 12,8 + 1,1 tahun. Lama menstruasi berkisar antara 4—7 hari,
dengan rata-rata 4,0 + 1,1 hari, dengan siklus menstruasi antara 14-90 hari dan
rata-rata 28,6 = 9,0 hari. Tambahan kebutuhan besi untuk remaja wanita
diantaranya diperlukan untuk menggantikan kehilangan zat besi selama
menstruasi. Pada usia remaja, kehilangan darah menstruasi tidak berbeda dengan
usia reproduktif lainnya. Rata-rata kehilangan darah selama menstruasi 84 mL,
sehingga setiap hari membutuhkan tambahan zat besi 0,56 mg. Rata-rata
kehilangan zat besi pada siklus menstruasi 28 hari sebesar 0,56 mg/hari (Hallberg
2001).

Uang saku subjek dibagi menjadi tiga kelompok yaitu kurang dari Rp 5.000
sebanyak satu orang (1,4%), Rp 5.000-10.000 sebanyak 33 orang (44,6%) dan
>Rp 10.000 sebanyak 40 orang (54,1%). Uang saku berkisar Rp 3.000-Rp 33.000
dengan rata-rata Rp 13.360+5502.

Rata-rata berat badan (BB) siswi adalah 47,9 =+ 7,4 kg, dan tinggi badan
(TB) 152,6 = 4,9 cm. Sebaran status gizi subjek sebagian besar berada dalam
kategori normal yaitu 61 siswi (82,0%). Terdapat satu siswi berstatus gizi kurang
(1,4%) dan empat siswi gizi kurus (5,4%). Kisaran IMT antara 12,4-30,9 kg/m’
dengan rata-rata 20,5+3,2 kg/m®. Ukuran antropometri lainnya adalah lingkar
pinggang dan lingkar pinggul, yaitu berturut-turut sebesar 70,7£12,2 cm dan
81,945,8 cm. Rasio lingkar pinggang-pinggul siswi sebesar 0,86 masih dibawah

kriteria metabolik sindrom <0,90.
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Konsumsi Pangan

Kebanyakan remaja yang mempunyai status gizi besi rendah disebabkan
oleh kebiasaan konsumsi pangan yang tidak benar. Kelompok risiko remaja yang
beirisiko anemia adalah vegetarian, konsumsi pangan hewani yang rendah, atau
terbiasa menghindari makan (skip meal) (Krummel & Kris-Etherton, 1996).
Menurut Depkes (2003) remaja sering menderita anemia dikarenakan lebih
banyak mengkonsumsi makanan nabati dibandingkan hewani, lebih sering

melakukan diet karena ingin langsing, dan mengalami haid setiap bulan.

Konsumsi pangan merupakan jumlah dan jenis pangan yang dikonsumsi
oleh subjek sesuai dengan kelompok pangan (Tabel 2). Semua sampel (100,0%)
mengonsumsi nasi sebagai makanan pokok, namun rata-rata konsumsi nasi sangat
rendah (123 g/hari). Jika dibandingkan dengan anjuran Pedoman Gizi Seimbang
(PUGS) untuk kelompok remaja, konsumsi nasi per hari adalah 500 g/hari
(5 porsi) (Depkes, 2005), maka rata-rata konsumsi sampel baru mencapai 25%.

Tabel 2. Rata-rata Konsumsi Pangan Siswi Per Hari

Jenis Pangan Konsumsi Energi Protein Fe VitA VitC

pangan(g) (kkal) (@)  (mg) (RE) (mg)
Serealia & Umbi-Umbian 122 ,6x74,4 3% 67 11 0 0
Kacang & Biji-Bijian 45,8+42.0 43 43 38 10 0
Daging Sapi 39,4+34 .8 48 54 0.8 12 0
Daging Ayam 38,5+21,3 41 45 05 10 0
Telur 50,0+29,2 45 62 07 90 0
Ikan, Kerang, Udang 20,1+68,8 39 31 06 11 0
Sayuran 43,3+34,3 15 01 09 258 0
Buah-Buahan 73,4482,7 56 03 07 6 13
Susu 72,0+48,8 42 21 01 2 1
Min, Kemasan Industri (ml) 493,0+360,6 65 0 0 0 1
Mak, Kemasan Industri 38,8+24,7 43 08 04 0 0
Mie ayam 23,6+20,9 25 07 01 0 0
Pempek 15,646,5 22 08 01 0 0
Bakso 72,4452 5 98 21 07 0 0
Batagor 16,5+16,1 21 05 01 0 0
Siomay 12,9+9,1 11 04 0,1 0 0
Jumlah 1.008 382 10,7 448 25

Konsumsi kacang-kacangan yang banyak adalah tahu dan tempe sebagai
lauk pauk nabati yang paling populer di masyarakat. Konsumsi kacang-kacangan
tersebut sebanyak 46 g/hari. Jumlah ini tidak besar karena tidak lebih dari satu

potong tempe ukuran sedang. Dibandingkan anjuran PUGS konsumsi lauk nabati
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sebesar 150 g/hari (3 porsi), maka rata-rata konsumsi buah tersebut baru mencapai
30% (Depkes, 2005).

Lauk daging yang paling banyak dikonsumsi adalah daging ayam dan
daging sapi. Rata-rata konsumsi daging sebesar 78 g/hari. Selain konsumsi
daging, konsumsi telur 50 g/hari, dan konsumsi ikan 58 g/hari. Total konsumsi
pangan hewani tersebut sudah mendekati anjuran PUGS untuk konsumsi lauk
hewani sebesar 150 g/hari (3 porsi) (Depkes, 2005). Masalah utama pemanfaatan
zat besi oleh tubuh adalah rendahnya penyerapan di dalam usus. Penyerapan zat
besi dipengaruhi oleh dua faktor, yaitu absorbsi besi heme dan non-heme yang
menunjukkan keberadaan dua jenis zat besi yang berbeda di dalam pangan.
Sumber heme pada pangan manusia adalah daging, ikan, dan unggas, sedangkan
sumber non-heme adalah sereal, kacang-kacangan, sayur dan buah
(UNICEF/FAO/WHO, 2001).

Konsumsi sayuran siswi sangat rendah yaitu 43 g/hari dibandingkan anjuran
PUGS sebesar 300 g/hari (3 porsi) (Depkes, 2005). Konsumsi sayuran yang paling
banyak dikonsumsi adalah sop sayuran, sop wortel dan kentang, tumis kangkung,
sayur bayam, tumis labu, urap sayuran, sayur sawi. Namun demikian, konsumsi
buah-buahan siswi relatif lebih banyak dibandingkan konsumsi sayuran yaitu
sebanyak 73 g/hari. Dibandingkan anjuran PUGS konsumsi buah sebesar
200 g/hari (4 porsi), maka rata-rata tersebut baru mencapai 25-35% (Depkes,
2005). Buah yang banyak dikonsumsiadalah pisang, pepaya, apel, dan jambu biji.

Konsumsi susu diukur dari susu siap minum, baik yang disiapkan sendiri
(susu bubuk, SKM) maupun susu UHT. Rata-rata konsumsi sebesar 112 g/hari.
Minum susu tidak menjadi keharusan untuk kelompok remaja Depkes (2005).
Minuman kemasan yaitu dari 493 g/hari. Jenis dan merk minuman kemasan yang
banyak dikonsumsi siswi SMK adalah teh sisri, green tea, fruit tea, teh gelas, teh

botol, coca cola, dan fanta.

Konsumsi makanan snack dalam kemasan sebanyak 39 g/hari. Adapun jenis
dan merk makanan kemasan yang banyak dikonsumsi adalah chitatos, geri
chocolatos, keripik kentang, momogi, biskuat, ciki steak & ciki singkong balado,

energen sereal, oreo, astor, potato, sosis. Makanan sepinggan yang banyak
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dikonsumsi adalah mie ayam, pempek, bakso, batagor, dan siomay. Konsumsi

makanan sepinggan sebesar 321 g/hari.

Asupan zat gizi

Asupan zat gizi subjek merupakan hasil konversi konsumsi pangan yang
terdiri dari energi, protein, zat besi, vitamin A, dan vitamin C. Rata-rata asupan
energi dan zat gizi per hari adalah 1008+446 kkal, protein 38,3+19,8 g, zat besi
10,8+6,3 mg, vitamin C 25+16 mg dan vitamin A 448+410 RE. Rata-rata Tingkat
Kecukupan Gizi (TKG) energi adalah defisit tingkat berat (45,8%), sedangkan
TKG protein defisit tingkat sedang (76,6%) dan TKG vitamin A tergolong
kategori cukup (89,7%). Hal ini menunjukkan bahwa tingkat kecukupan siswi
remaja defisit untuk zat gizi makro maupun zat gizi mikro (Tabel 3). Studi
sebelumnya pada mahasiswi IPB juga menunjukkan defisiensi asupan zat gizi
mikro. Proporsi subjek yang mengalami defisit asupan vitamin dan zat besi cukup
tinggi, yaitu untuk vitamin A dan C (40-70%) dan zat besi 85% (Briawan et al.
2007).

Tabel 3. Rata-rata Asupan Zat Gizi Subjek Per Hari

Zat gizi Asupan TKG (%)
Energi (kkal) 1 008+446 45,8+20,3
Protein (g) 38,3+19,8 76,6+39,5
Zat Besi (mg) 10,8+6,3 41,7424 .2
Vitamin C (mg) 2526 33,4+14,7
Vitamin A (RE) 448+410 89,7£82,0

Proporsi subjek dengan TKG energi dan protein kategori tingkat defisit
berat berurut-turut sebesar 86,5% dan 51,4%. Hasil analisis data Riskesdas (2010)
TKG energi remaja usia 16—18 tahun berkisar antara 69,5%-84,3%, dan sebanyak
54,5% remaja mengonsumsi energi dibawah kebutuhan minimal. Adapun TKG
protein remaja berkisar antara 88,3%-129,6%, dan yang asupannya dibawah
kebutuhan minimal sebanyak 35,6% (Depkes, 2011).

Berdasarkan konsumsi pangan tersebut di atas, asupan zat gizi makro
(energi dan protein), maupun zat gizi mikro (vitamin dan zat besi) subjek masih
rendah dibandingkan standar AKG. Terdapat 5 orang siswi (6,8%) yang pada saat

ini sedang melakukan diet untuk menurunkan berat badan atau menghindari
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kegemukan. Sebanyak 5 siswi yang melakukan diet tersebut ternyata yang IMT-
nya kegemukan/obese hanya satu orang, sedangkan 4 siswi lainnya berstatus

normal.

Rata-rata asupan zat gizi siswi seperti tersebut diatas termasuk rendah, yang
diantaranya disebabkan oleh perilaku konsumsi pangan yang salah. Terdapat
kecenderungan pada remaja meskipun tidak kegemukan, tetapi melakukan diet,
sehingga rata-rata asupan energi dan protein menjadi rendah. Studi lainnya di
Bogor menunjukkan remaja yang melakukan diet penurunan berat badan, yaitu
10,7% laki-laki dan 32,0% wanita lebih besar dari pada jumlah remaja dengan
kategori gemuk, vyaitu berturut-turut 7% dan 8% (Briawan, Martianto dan
Harahap, 2008). Sebanyak 30% remaja yang menginginkan tubuh ideal
melakukannya dengan cara sengaja melewatkan waktu makan, baik makan pagi,

siang atau malam (Septiadewi dan Briawan, 2010).

Bioavailabilitas Zat Besi

Bioavailabilitas zat besi dalam makanan sangat dipengaruhi oleh faktor
pendorong dan penghambat. Selain itu bioavailabilitas zat besi juga terkait dengan
zat besi heme dan non heme yang memiliki nilai bioavailabilitas berbeda
(FAO/WHO, 2001).

Almatsier (2002) menyatakan bahwa protein, terutama protein hewani dan
vitamin C membantu penyerapan zat besi dalam tubuh. Pangan yang mengandung
zat besi dalam jumlah yang cukup tinggi adalah hati, daging, makanan laut, buah
kering, dan sayuran hijau. Penelitian ini menunjukkan rata-rata konsumsi vitamin
C sebesar 25 mg dan konsumsi sayuran dan buah berada dalam kategori kurang

dengan rata-rata 117 g.

Almatsier (2003) menyatakan bahwa zat yang menghambat penyerapan zat
besi antara lain tanin dan kalsium yang terdapat dalam teh, kopi, coklat, oregano,
dan susu. Hal ini berkaitan dengan adanya oksalat dan tanin yang menghambat
absorbsi. Subjek mengkonsumsi serealia rata-rata 214 g, kacang-kacangan 45,8 g

dan konsumsi teh 0,8 g.

Rata-rata bioavailibilitas heme dan non-heme berturut-turut 23% dan 1,4%.

Berdasarkan estimasi, rata-rata besi terserab dari heme dan non-heme sebesar
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1 mg dan 0,09 mg. Sehingga rata-rata bioavalibilitas zat besi sebesar 1,09 mg.
Rata-rata bioavailabilitas zat besi tersebut sebesar 10,0+0,5% atau dalam kategori
penyerapan besi sedang. Rentang persen bioavailabilitas besi tersebut antara
8,7-11,2%. Studi konsumsi pangan mahasiswi di Bogor (Briawan et al. 2008)
dengan menggunakan metode estimasi bioavailabilitas zat besi oleh Monsen et al.
(1978) menunjukkan subjek dengan konsumsi meat, fish, dan poultry (MFP)
antara 60-80 g¢/hari dan asupan vitamin C 50-60 mg/hari, diperkirakan skor

bioavailabilitas besi sebesar 10%.

Uji korelasi Pearson menunjukkan biovailabilitas zat besi (mg) secara
signifikan berhubungan dengan konsumsi daging sapi dan ayam (r=0,381) dan
asupan vitamin C (r=0,340) (p<0,05). Adapun bioavailabilitas zat besi tidak

berhubungan dengan asupan zat besi dan asupan protein (p>0,05).

Status Ane mia

Secara subyektif sampel siswi selama satu bulan sebelum pengumpulan data
diminta untuk menyebutkan kemungkinan mengalami gejala anemia seperti
lemas, lelah, mata berkunang, cepat lesu, sering pingsan. Sebanyak 20-30%

sampel merasa sepat lemas dan lelah, 15% mata berkunang-kunang.

Anemia adalah kondisi sel darah merah dan hemoglobin jumlahnya sedikit
sehingga kemampuan membawa oksigen ke jaringan tubuh berkurang. Anemia
dengan indikator biokimia darah ditunjukkan oleh beberapa parameter, yang
utama adalah konsentrasi hemoglobin. Batas yang digunakan untuk kondisi
anemia pada remaja wanita (tidak hamil) adalah <12 g/dL (UNICEF/UNU/WHO,
2001).

Pada remaja, anemia dapat dipengaruhi oleh rendahnya asupan zat besi dan
bioavailabilitas zat besi. Hasil penelitian menunjukkan rata-rata kadar Hb sebesar
13,4+1,4 g/dL. Sebanyak 8 siswi (10,8%) menderita anemia dengan rata-rata
kadar Hb 10,6+0,9 ¢/dL. Dan sebanyak 66 siswi (89,2%) dengan status
hemoglobin normal dengan kadar rata-rata 13,7+1,0 g¢/dL. Anemia dapat
mengganggu kegiatan akademik berkaitan dengan gejala anemia yang dapat
ditimbulkan, yaitu lemah, letih, lesu, dan lunglai yang dapat mengganggu

konsentrasi serta motivasi belajar. Studi Briawan, Adriyani dan Pusporini (2009)
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pada evaluasi program suplementasi besi di Kota Bekasi menunjukkan rata-rata
kadar Hb sebelum suplementasi 12,4 g/dL dan prevalensi anemia antara siswi
sebesar 22,0%.

Uji korelasi Pearson kadar hemoglobin (g/dL) secara signifikan
berhubungan dengan asupan vitamin C (r=0,002) dan vitamin A (r=0,022)
(p<0,05). Namun demikian, kadar Hb tidak berhubungan dengan asupan zat besi,

bioavailabilitas zat besi dan asupan protein (p>0,05).

KESIMPULAN

Rata-rata konsumsi pangan siswi untuk semua kelompok pangan lebih
rendah dibandingkan dengan rekomendasi PUGS, kecuali untuk lauk pangan
hewani sudah mendekati anjuran. Oleh karena itu, asupan zat gizi siswi juga
rendah, baik untuk zat gizi makro (energi dan protein) dan mikro (zat besi,
vitamin A, C). Estimasi bioavailabilitas zat besi sebesar 1,09 mg atau 10,0% dan
termasuk dalam kategori sedang. Terdapat hubungan yang nyata antara
biovalibilitas zat besi dengan konsumsi daging sapi dan ayam dan asupan vitamin
C. Rata-rata kadar Hb sebesar 13,4+1,4 g¢g/dL, dan sebanyak 10,8% siswi
menderita anemia. Kadar hemoglobin berhubungan nyata dengan asupan vitamin

C dan vitamin A.
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ABSTRAK

Deteksi antioksidan dari suatu sediaan menggunakan metode spektrofotometri
mempunyai kelemahan yaitu biaya yang mahal dan terkendala karena tingginya
konsentrasi. Biosensor elektrokimia merupakan alternatif metode yang dikembangkan
untuk mengukur sifat-sifat antioksidan. Biosensor untuk mengukur kapasitas antioksidan
berbasis superoksida dismutase (SOD) menunjukkan performa yang menjanjikan. Maka
telah dilakukan penelitian yang bertujuan untuk memanfaatkan biodiversitas Indonesia
untuk biosensor antioksidan dengan menggunakan mikroba Indonesia (ekstrak protein
sitoplasma E. coli ATC25922) sebagai penghasil yang diimobilisasi pada zeolit alam
Indonesia sebagai material nano. Modifikasi SOD pada biosensor dengan teknik
imobilisasi bertujuan untuk meningkatkan aktivitas, stabilitas dan efisiensi penggunaan
enzim tersebut. Selain itu, molekul enzim yang terikat pada permukaan matriks,
memungkinkan enzim untuk mempertahankan aktivitas katalitiknya. Hasil penelitian
menunjukkan SOD dari ekstrak E. coli yang diimobilisasi pada zeolit alam memiliki
aktivitas lebih tinggi dibandingkan tanpa diimobilisasi dengan zeolit. Penggunaan zeolit
alam sebagai matriks imobilisasi ini menghasilkan aktivitas antioksidan ekstrak E. coli
relatif stabil selama 4 jam sebesar 88.91%. Nilai K, SOD dalam ekstrak E. coli
terimobilisasi lebih kecil dibandingkan tanpa imobilisasi. Ini menunjukkan afinitas SOD
dalam ekstrak E. coli terimobilisasi lebih besar dibandingkan tanpa imobilisasi.

Kata kunci: Biodiversitas Indonesia, nanobiosensor antioksidan, E.coli, elektrokimia,
zeolit.

ABSTRACT

Antioxidant detection of sample using spectrophotometry method have weakness
including the expensive price, long sample preparation time and less sensitive especially
for sample with high concentration. Electrochemistry biosensor is alternative method
which is developed to measure antioxidant capacity. Antioxidant biosensor using
superoksida dismutase (SOD) is the promising performance. Therefore, utilization of
Indonesia’s biodiversity using Indonesia’s microbe and nano material for antioxidant
biosensor has been conducted. The purpose of using SOD is to improve the activity,
stability and enzyme utilization efficiency. The result of research indicated that SOD of
E. coli extract immabilized on natural zeolite had a higher activity than without zeolite.
Utilization of natural zeolite as immobilization matrix resulted the stabil antioxidant
activity of E. coli extract relatively of 88.91% for 4 hours. K, value of SOD in E. coli
extract immobilized was less than that of without immobilization. This result indicated
that affinity of SOD in E. coli extract immobilized was much than that of without
immobilization.

Keywords:Indonesia’s biodiversity, antioxidant nanobiosensor, E.coli, electrochemistry,
zeolite.
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PENDAHULUAN

Aktivitas sehari-hari sering membuat tubuh terpapar radikal bebas yang
dihasilkan dari pencemaran udara, makanan yang mengandung pengawet, stres,
infeksi virus, dan bakteri hasil metabolisme tubuh. Radikal bebas sangat
berbahaya karena sifatnya yang reaktif dalam mencari pasangan elektron, bereaksi
cepat pada biomolekul melalui berbagai jenis reaksi antara lain penangkapan
hidrogen, donor elektron, dan penggunaan elektron bersama. Radikal bebas akan
melepaskan elektron pada molekul sekitarnya untuk menghasilkan pasangan
elektron sehingga menjadi molekul yang stabil. Reaksi ini akan berlangsung terus-
menerus dalam tubuh dan bila tidak dihentikan akan menimbulkan berbagai
penyakit seperti kanker, penuaan dini, serta penyakit degeneratif lainnya
(Pourmorad et al. 2006).

Sifat-sifat antioksidan seperti kapasitas dan aktivitas antioksidan dapat
ditentukan dengan metode spektrofotometri, fluoresensi, kromatografi gas atau
cair, dan sebagainya (Budnikov & Ziyatdinova, 2005). Metode-metode tersebut
memiliki beberapa kelemahan, khususnya metode spektrofotometri yakni biaya
mahal, waktu preparasi sampel lama, dan kurang sensitif terutama dalam menguji
sampel berwarna dan sangat dipengaruhi oleh kekeruhan atau turbiditas. Oleh
karena itu, dibutuhkan metode yang lebih tepat, cepat, dan sensitif untuk

mengukur sifat-sifat antioksidan.

Biosensor antioksidan merupakan metode alternatif yang dikembangkan
untuk mengukur sifat-sifat antioksidan. Metode ini sangat menjanjikan karena
waktu analisis cepat, membutuhkan instrumen yang tidak mahal, dan protokol
operasi yang sederhana, yaitu biosensor amperometri dan biosensor untuk
menguji kapasitas antioksidan berdasarkan aktivitas penangkapan radikal bebas
berbasis sitokrom c, DNA, dan superoksida dismutase (SOD) (Prieto-Simon et al.
2008). Biosensor antioksidan pada penelitian ini berbasis enzim SOD, akan tetapi
penggunaan enzim SOD murni memiliki kekurangan, yaitu harga yang mahal dan
kestabilan enzim yang rendah. Solusi dari kekurangan tersebut adalah penggunaan

bakteri yang menghasilkan enzim SOD sebagai sensor.
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Bakteri penghasil enzim SOD antara lain Deinococcus radiodurans,
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, dan sebagainya
(Benov et al. 1996). Alasan pemilihan Escherichia coli sebagai sumber SOD pada
penelitian ini karena pertumbuhannya sangat cepat dan mudah dalam
penanganannya. Jenis SOD yang dihasilkan E. coli, yaitu Mn-SOD dan Cu/Zn-
SOD. Enzim Mn-SOD termasuk jenis homotetramer yang terdiri dari satu atom
mangan pada setiap sub unit. Enzim Cu/Zn-SOD memiliki dua sub unit yang
identik, berperan dalam melindungi sel dari radikal superoksida, dan dapat
ditemukan pada E. coli dalam konsentrasi tinggi (Mates et al. 1999).

Modifikasi enzim pada biosensor dengan teknik imobilisasi bertujuan untuk
meningkatkan aktivitas, stabilitas dan efisiensi penggunaan enzim tersebut. Selain
itu, molekul enzim yang terikat pada permukaan matriks, memungkinkan enzim
untuk mempertahankan aktivitas Kkatalitiknya. Bahan yang dapat digunakan
sebagai matriks imobilisasi enzim antara lain biopolimer seperti kitosan, alginat,
selulosa, karagenan, dan kitin (Nazaruddin, 2007), serta polimer sintetik seperti
nilon, polianilin, polistirena, dan poliakrilamida. Akan tetapi, penggunaan polimer
sebagai matriks imobilisasi memiliki kelemahan utama, yaitu stabilitas kimia dan

mekaniknya yang masih rendah (Park, 2000).

Bahan anorganik seperti tanah liat, alumina berpori, silika (Bhatia et al.
2000), dan zeolit (Balal et al. (2009), Kirdeciler et al. (2011), Goriushkina et al.
(2010)) juga dapat digunakan sebagai matriks imobilisasi enzim. Zeolit adalah
salah satu bahan yang banyak terdapat di Indonesia dan berpotensi sebagai
matriks imobilisasi SOD. Rangka dan pori dari struktur zeolit yang seragam
menyebabkan selektivitas dan reprodusibilitas yang dihasilkan tinggi (Valdes
et al. 2006).

Penggunaan zeolit sebagai matriks imobilisasi enzim pada biosensor telah
dilakukan oleh Goriushkina et al. (2010) untuk imobilisasi glukosa oksidase,
Kirdeciler et al. (2011), untuk imobilisasi urease dan menghasilkan stabilitas kerja
biosensor yang baik, dan Balal et al. (2009), untuk modifikasi elektrode pasta
karbon yang digunakan untuk mengukur kadar dopamin dan triptofan. Hasil

tersebut juga menunjukkan bahwa elektrode pasta karbon yang termodifikasi
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zeolit, akan menghasilkan arus yang lebih tinggi dan memiliki stabilitas yang baik
dalam percobaan berulang-ulang dan membuat pengukuran menjadi lebih sensitif
dan selektif. Selain itu, Weniarti (2011) juga menggunakan zeolit untuk
imobilisasi SOD D. radiodurans. Hasil penelitian Weniarti (2011) menunjukkan
bahwa penggunaan zeolit sebagai co-immobilization untuk enzim
SOD D. radiodurans yang diimobilisasi pada permukaan elektrode pasta karbon
yang dimodifikasi dengan ferosena sebagai mediator dapat meningkatkan aktivitas

SOD dalam biosensor antioksidan.

Penelitian bertujuan menentukan aktivitas dan stabilitas SOD dari ekstrak
protein sitoplasma E. coli ATC25922 yang diimobilisasi pada zeolit alam sebagai

biosensor antioksidan.

METODE PENELITIAN

Penumbuhan Sel Bakteri E. coli dan Ekstraksi SOD E. coli

Bakteri E. coli ditumbuhkan media LB agar miring, kemudian diinkubasi
selama 24 jam, 37°C. Bakteri yang tumbuh selanjutnya ditanam ke dalam 5 mL
media LB cair sebagai starter, diinkubasi sampai mencapai nilai ODg19p=0.5
kemudian diinokulasi ke dalam 50 mL media LB cair dan diinkubasi kembali
selama 24 jam, 37°C. Sel bakteri dipanen dengan cara disentrifugasi pada
kecepatan 10 000 rpm selama 20 menit. Pelet dipisahkan dari supernatan dan
dicuci dengan air destilata steril dan diresuspensikan dalam bufer fosfat pH 7.5.
Suspensi biomassa sel bakteri kemudian disonikasi dengan Ultrasonic
Homogenizer dengan pulse 50% dan output 5, dengan interval 10x2 menit dan
interval berhenti 1 menit. Sonikasi bertujuan untuk memecah sel bakteri. Selama
sonikasi, suspensi biomassa sel bakteri diletakkan dalam penangas es. Hasil
sonikasi kemudian disentrifugasi dengan gaya sentrifugasi 10.000 rpm pada suhu
4°C selama 15 menit untuk memisahkan pelet membran dan fraksi ekstrak
sitoplasma sel bakteri. Konsentrasi protein yang mengandung enzim SOD dari
ekstrak sitoplasma diketahui dengan cara pengukuran absorbansi larutan

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 260 dan 280 nm.
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Aktivasi Zeolit

Sebanyak 50 gram zeolit Bayah dicuci dengan akuades sampai pH netral,
disaring, dan dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C. Zeolit yang telah
dikeringkan, diaktivasi dengan menambah 250 mL HCI 3 M dalam gelas piala dan
diaduk selama 1 jam. Zeolit yang telah diaktivasi disaring, kemudian dicuci
dengan akuades sampai pH netral. Larutan hasil saringan diuji kandungan klorin
dengan AgNOj; dan dicuci kembali dengan akuades sampai tidak mengandung
klorin. Setelah pH netral dan bebas klorin, zeolit dikeringkan pada suhu 300°C
selama 3 jam. Zeolit yang telah diaktivasi kemudian dihaluskan dan diayak
dengan ayakan 100 mesh (Arif, 2011).

Imobilisasi Ekstrak Kasar Enzim SOD E.coli dan Sel Bakteri E.coli

Sebanyak 30 mg zeolit Bayah dicampurkan dengan 10 mL akuades,
sehingga membentuk suspensi 3 mg/mL. Sebanyak 20 pL ekstrak E. coli dalam
bufer fosfat pH 7.5 dicampur dengan 10 pL suspensi zeolit, didiamkan 10 menit,
dan diteteskan sebanyak 10 pL pada permukaan elektrode, didiamkan hingga
pelarutnya menguap, dilapisi dengan membran dialisis, ditutup dengan jaring
nilon, dan diikat dengan parafilm. Elektrode dapat langsung digunakan untuk
pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak E. coli menggunakan metode voltametri
siklik. Elektrode direndam dalam bufer fosfat pH 7.5 pada suhu 4°C ketika tidak
digunakan untuk memberikan keadaan yang sama dengan lingkungan sebenarnya.
Prosedur yang sama dilakukan untuk imobilisasi sel bakteri E. coli (Modifikasi
Daiet al. 2004, Ikeda et al. 1998).

Pengukuran Aktivitas antioksidan ekstrak E. coli

Uji aktivitas dilakukan dengan variasi rentang konsentrasi substrat xantina
0.1-1.00 mM (interval 0.1 mM), kemudian dibuat kurva hubungan antara
konsentrasi substrat xantina dengan aktivitas antioksidan ekstrak E. coli. Sebagai
parameter adanya hubungan linier digunakan koefisien korelasi r pada analisis

regresi linier y = a + bx.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penumbuhan Sel E. coli dan Ekstraksi Enzim SOD E. coli

Sel bakteri E. coli dipecah menggunakan Ultrasonic Homogenizer untuk
mengekstraksi protein sitoplasma yang mengandung SOD. Konsentrasi ekstrak
protein sitoplasma yang diperoleh sebesar 1068.06 pg/mL. Ekstrak protein
sitoplasma yang diperoleh tersebut diduga mengandung SOD jenis Mn-SOD dan
CuwZn-SOD. Penelitian Yuan et al. (2002) menyebutkan SOD yang terkandung
dalam ekstrak protein sitoplasma sel E. coli sebesar 26% dan aktivitas spesifiknya
sebesar 920 U/mg (setelah dimurnikan). Aktivitas ini lebih besar dibandingkan
aktivitas spesifik SOD dari Macrobrachium nipponerse sebesar 96.29 U/mg (Yao
et al. 2004).

Optimasi Aktivitas Antioksidan Ekstrak E. coli dan Sel Bakteri E. coli
Aktivitas antioksidan ekstrak E. coli ditentukan menggunakan metode
voltametri siklik. Metode ini sering digunakan sebagai eksperimen awal pada
studi elektroanalisis untuk menentukan lokasi potensial redoks dari spesi
elektroaktif secara cepat dan memberikan evaluasi yang baik dari pengaruh media
terhadap proses redoks secara keseluruhan. Voltametri siklik merupakan salah
satu metode elektroanalitik berdasarkan proses reduksi oksidasi pada permukaan
elektrode kerja, yaitu elektrode pasta karbon termodifikasi mediator ferosena.
Pemilihan ferosena sebagai mediator, karena sifatnya yang stabil, tidak bereaksi
langsung dengan substrat enzim, potensial redoks yang lebih rendah dari potensial
oksidasi zat- zat pengganggu, dan tidak dipengaruhi oleh pH dan efek kekuatan ion
pada media (Trivadila, 2011). Elektrode pasta karbon yang termodifikasi ferosena
pada penelitian Trivadila (2011) menghasilkan puncak anode dan katode,
sehingga pada voltamogram blanko (tanpa penambahan substrat) akan dihasilkan
arus yang berasal dari ferosena sebagai mediator. Setelah penambahan substrat
xantina, terjadi reaksi enzimatis xantina dengan xantin oksidase (XO) yang

menghasilkan radikal superoksida menurut reaksi:

xantina + H,O + O, —— asam urat + 2H" + 20,"
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Selanjutnya, radikal yang dihasilkan akan didismutasi membentuk O, dengan

katalis SOD melalui reaksi:

2H* +20," =2 . 0, +H0;

Reaksi yang terjadi pada permukaan elektrode pasta karbon ini akan
menghasilkan arus puncak oksidasi yang lebih tinggi dibandingkan arus blanko
(bufer fosfat) pada voltamogram siklik (Gambar 1). Oleh karena itu, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak E.coli yang diimobilisasi pada permukaan pasta
karbon termodifikasi ferosena menghasilkan aktivitas yang dapat terukur

menggunakan metode voltametri siklik.

rrrrrr

——————

Bufer fosfat
Bufer fosfat + Ferosena
Bufer fosfat + Ferosena + XO + xantina

——————

COD003 T T T T T T T
o o P P . .

Potensial (V)

Gambar 1. Voltamogram siklik.

Optimasi aktivitas antioksidan ekstrak dan E. coli terimobilisasi meliputi
suhu 20-40°C, pH 7-11, dan zeolit 30-240 mg. Hasil optimasi tersebut kemudian
dianalisis menggunakan Response Surface Methods (RSM) pada perangkat lunak
Minitab. Metode ini merupakan suatu teknik matematika dan statistika yang
berguna untuk memodelkan dan menganalisis respon yang diteliti dipengaruhi
oleh beberapa variabel dan bertujuan mengoptimalkan respon (Montgomery,
2001). Respon yang diperoleh digambarkan dalam bentuk plot kontur yang
merepresentasikan garis-garis yang menunjukkan nilai ekspektasi respon aktivitas

berupa arus dari minimum hingga maksimum. Gambar 2 menampilkan plot
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kontur hubungan antara suhu-pH, suhu-zeolit, dan pH-zeolit terhadap aktivitas

antioksidan ekstrak E. coli.

,

()

Gambar 2. Plot kontur hubungan antara suhu dan zeolit (a), suhu dan pH (b), pH dan
zeolit (c) terhadap aktivitas antioksidan ekstrak E. coli.

Kondisi optimum ekstrak E. coli yang diperoleh berdasarkan respon
optimizer pada Minitab, yaitu suhu 37°C, pH 7, dan zeolit 30 mg. Hasil ini hampir
sama dengan hasil yang diperoleh Endo et al. (2002) yang mengimobilisasi SOD
dengan mediator ferosena-karboksialdehida bertaut silang dengan glutaraldehida
pada permukaan elektrode Pt, memiliki aktivitas optimum pada suhu 37°C dan pH
7.4. Proses imobilisasi yang berbeda akan memengaruhi pH dan suhu optimum
yang diperoleh. Enzim terimobilisasi menunjukkan perubahan ketergantungan
pada keadaan pH, suhu, matriks imobilisasi, dan kekuatan ionik, khususnya jika
parameter-parameter tersebut diubah oleh reaksi enzim itu sendiri. Akumulasi
produk reaksi oleh batasan difusi dapat menggeser pH nyata optimum enzim 1-2
nilai pH dibandingkan dengan enzim bebas. Pergeseran serupa juga terjadi ketika

enzim diimobilisasi pada matriks yang bermuatan positif atau negatif. Pergeseran
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suhu terjadi karena imobilisasi enzim menyebabkan ketidakhomogenan sehingga
terjadi penyimpangan pada plot Arrhenius (Bisswanger, 2008). Aktivitas optimum
ekstrak Deinococcus radiodurans, yaitu pada suhu 30 °C, pH 9, dan zeolit
137.5 mg (Weniarti, 2011). Perbedaan kondisi optimum tersebut dapat disebabkan
oleh perbedaan bakteri yang digunakan sebagai sumber SOD, jenis SOD,
konsentrasi SOD, dan proses imobilisasi yang digunakan. Selain itu, penelitian ini
menggunakan matriks imobilisasi zeolit yang telah diaktivasi terlebih dahulu
sehingga memungkinkan tidak terdapat pengotor-pengotor yang mempengaruhi
aktivitas optimum ekstrak E. coli.

Gambar 3. Plot kontur hubungan antara suhu dan zeolit (a), suhu dan pH (b), dan pH dan
zeolit (c) terhadap aktivitas sel bakteri E. coli.

Optimasi aktivitas sel bakteri E. coli terimobilisasi meliputi suhu 20-40°C,
pH 7-11, dan zeolit 30-240 mg. Hasil optimasi tersebut kemudian dianalisis
menggunakan RSM pada perangkat lunak Minitab. Gambar 3 menampilkan plot
kontur hubungan antara suhu-pH, suhu-zeolit, dan pH-zeolit terhadap aktivitas sel

bakteri E. coli. Kondisi optimum sel bakteri E. coli yang diperoleh, yaitu suhu
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40°C, pH 7, dan zeolit 240 mg. Hasil optimasi menunjukkan bahwa aktivitas
maksimum sel bakteri E. coli sebesar 1.972 pA lebih kecil daripada aktivitas
maksimum ekstrak E. coli sebesar 2.885 pA. Hasil tersebut disebabkan karena
enzim SOD terdapat dalam membran sel E. coli, sehingga dinding selnya harus
dipecah terlebih dahulu untuk mendapatkan ekstrak. Berdasarkan hal tersebut
dapat disimpulkan sel bakteri E. coli utuh kurang berpotensi untuk digunakan

sebagai komponen pengenal hayati pada biosensor antioksidan.

Aktivitas Antioksidan Ekstrak E. coli

Pengaruh substrat xantina terhadap aktivitas antioksidan ekstrak E. coli yang
diimobilisasi pada zeolit alam dilakukan pada rentang konsentrasi 0.1 — 1.0 mM
(interval 0.1 mM), pH 7, zeolit 30 mg, dan suhu 28°C. Pemilihan 28°C (suhu
ruang) ini memudahkan dalam aplikasi biosensor antioksidan yang lebih praktis
sehingga dapat langsung digunakan pada suhu ruang. Hasil pengukuran aktivitas

antioksidan ekstrak E. coli pada rentang konsentrasi substrat xantina 0.1-1.0 mM.

Gambar 4 menunjukkan hubungan antara konsentrasi substrat xantina
dengan aktivitas antioksidan ekstrak E. coli terimobilisasi dan tanpa imobilisasi
yang hampir identik dengan persamaan Michaelis-Menten. Kurva tersebut
menjelaskan bahwa reaksi yang dikatalisis oleh ekstrak kasar enzim SOD E. coli
terjadi dalam dua tahap. Tahap pertama terjadi pada rentang 0.1-0.8 mM, yaitu
reaksi berada pada fase pertama, tidak semua sisi aktif enzim mengikat radikal
superoksida. Ketika konsentrasi xantina mencapai 0.9 mM, aktivitas antioksidan
ekstrak E. coli mulai mencapai maksimum, vyaitu sebesar 3.425 pA
(terimobilisasi) dan 1.025 pA (tanpa imobilisasi), dan kondisi ini menunjukkan
bahwa reaksi berada pada fase kedua, artinya enzim telah bekerja pada kapasitas
penuh, semua sisi aktif enzim telah mengikat radikal superoksida. Penambahan
substrat xantina dengan konsentrasi lebih tinggi berpengaruh pada penurunan
aktivitas antioksidan ekstrak E. coli, hal ini ditunjukkan pada saat penambahan
konsentrasi xantina 1.0 mM, aktivitasnya turun menjadi 1.818 pA (terimobilisasi)
dan 0.637 pA (tanpa imobilisasi).

Arus puncak oksidasi ekstrak E. coli diimobilisasi pada permukaan zeolit

yang lebih tinggi menunjukkan bahwa telah terjadi proses transfer elektron dari
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reaksi enzimatis dismutasi superoksida oleh SOD dalam zeolit pada permukaan
elektrode pasta karbon. Penggunaan zeolit sebagai matriks imobilisasi ekstrak
E. coli diduga memengaruhi arus puncak oksidasi yang dihasilkan. Kemampuan
zeolit dalam meningkatkan arus puncak oksidasi disebabkan oleh sifatnya yang
hidrofilik karena adanya gugus —OH di sekitar pori yang sangat sesuai untuk
imobilisasi enzim (Valdes et al. 2006). Kemampuan zeolit dalam meningkatkan
puncak arus oksidasi yang dihasilkan juga diperlihatkan pada penelitian Dai et al.
(2004). Penelitian tersebut menggunakan zeolit NaY sebagai matriks imobilisasi
sitokrom ¢ untuk mendeteksi H,O5.
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Gambar 4. Hubungan konsentrasi xantina dengan aktivitas antioksidan ekstrak E. coli
=4=—+ zeolit, =~ tanpa zeolit.

Penentuan linieritas pengukuran bertujuan untuk mengetahui daerah kerja
maksimum dari elektrode yang digunakan. Gambar 5 menunjukkan hubungan
linier antara konsentrasi substrat xantina dengan aktivitas antioksidan ekstrak
E. coli terimobilisasi dan tanpa imobilisasi. Berdasarkan gambar tersebut,
diperoleh hubungan linier pada rentang konsentrasi substrat xantina 0.1-0.9 mM.
Persamaan garis linier y=3.9772x-0.1610 dengan nilai R2=98.63%
(menggunakan zeolit sebagai matriks imobilisasi) dan y=1.0752x-0.0616 dengan
nilai R2=96.09% (tanpa matriks zeolit). Kisaran linier ekstrak E. coli yang
diperoleh lebih lebar daripada penelitian Trivadila (2011), yaitu 0.1-0.7 mM untuk
SOD murnidan 0.1-0.6 mM untuk ekstrak D. radiodurans.
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Gambar 5. Linearitas konsentrasi xantina dengan aktivitas antioksidan ekstrak. E. Coli
# + zeolit, M tanpa zeolit.

Penentuan parameter kinetika ekstrak E. coli bertujuan untuk melihat
kespesifikan ekstrak E. coli yang diimobilisasi pada zeolit alam. Parameter
kinetika yang digunakan, yaitu konstanta Michaelis-Menten nyata (K app) dan
laju reaksi maksimum nyata (Vmaksapp) Yang dianalogikan sebagai arus maksimum
nyata (Imaks app). Kedua parameter Kinetika tersebut ditentukan dengan metode
Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf, dan Eadie-Hofstee. Linearitas metode
Lineweaver-Burk lebih besar daripada Hanes-Woolf, dan Eadie-Hofstee, sehingga
dapat disimpulkan bahwa kinetika reaksi enzimatis ekstrak E. coli terimobilisasi

dan tanpa imobilisasi mengikuti kinetika Lineweaver-Burk.

12
1=09611x+ 03998
10 R=09512 _—m
5— O ._74_-:'"‘--‘»
p— 4 [ »,--""‘—--- _-,-—’
= _— y=04786x- 04207
5 v ==

- s RF=0.9563
P B

4 6 8 10 12
I/ xantma] (mM-1)

0

Gambar 6. Plot Lineweaver-Burk ekstrak E. coli # + zeolit, ™ tanpa zeolit.

Nilai Ky merupakan suatu ukuran kuat atau lemahnya enzim mengikat
substrat. Nilai Ky kecil maka enzim mengikat kuat substrat sehingga untuk

menjenuhkan enzim hanya memerlukan substrat yang lebih sedikit dan sebaliknya
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jika nilai Ky besar maka enzim tidak terlalu mengikat kuat substrat sehingga
membutuhkan substrat yang lebih banyak untuk menjenuhkan enzim. Nilai Inaks
merupakan indikator aktivitas enzim. Semakin besar Inaks, Semakin tinggi aktivitas
enzim dan sebaliknya. Nilai Ky ekstrak E. coli terimobilisasi dan tanpa
imobilisasi, yaitu 1.1376 mM dan 2.4039 mM. Nilai Inas ekstrak E. coli
terimobilisasi dan tanpa imobilisasi, yaitu 2.3770 pA dan 2.5012 pA. Analisis
kinetika ekstrak E. coli terimobilisasi dan tanpa imobilisasi dengan metode
Lineweaver-Burk. Nilai K, dan Inaks enzim SOD murni yang diperoleh pada
penelitian Weniarti (2011), yaitu 1.096 mM dan 0.9890 pA.

Perbedaan nilai Inas dan Ky yang diperoleh berhubungan dengan tingkat
kemurnian enzim dan penggunaan zeolit sebagai matriks imobilisasi enzim.
Enzim yang murni dan terjerap di permukaan zeolit memungkinkan sisi-sisi
aktifnya dapat bereaksi secara lebih baik, sehingga meningkatkan aktivitasnya
yang berdampak pada penurunan nilai Ky,. Selain itu, enzim yang diekstraksi dari
sumber bakteri yang berbeda akan memiliki sifat-sifat yang berbeda terutama

responnya terhadap kondisi lingkungan seperti suhu, pH, dan konsentrasi substrat.

KESIMPULAN

Superoksida dismutase dari ekstrak E. coli yang diimobilisasi pada zeolit
alam memiliki aktivitas lebih tinggi dibandingkan tanpa diimobilisasi dengan
zeolit. Penggunaan zeolit alam sebagai matriks imobilisasi ini menghasilkan
aktivitas antioksidan ekstrak E. coli relatif stabil selama 4 jam sebesar 88.91%.
Nilai Ky, SOD dalam ekstrak E. coli terimobilisasi lebih kecil dibandingkan tanpa
imobilisasi. Ini menunjukkan afinitas SOD dalam ekstrak E. coli terimobilisasi

lebih besar dibandingkan tanpa imobilisasi.
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Lembaga Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat, IPB.

ABSTRAK

Glukosamin (GlcN) umumnya diproduksi melalui hidrolisis eksoske leton hewan laut dan
fermentasi mikroorganisme. Akan tetapi, produksi dengan hidrolisis memiliki
keterbatasan pada ketersediaan bahan baku, alergi, maupun kontaminasi lingkungan.
Sementara, produksi menggunakan mikroorganisme terbatasi oleh waktu produksi yang
lama dan proses pemisahan. Oleh karena itu, pada studi ini produksi GIcN dilakukan
secara kimia non-enzimatis antara sumber karbon (fruktosa atau glukosa) dan sumber
amonium (campuran amonium asetat dan amonium klorida) dalam metanol dengan asam
asetat sebagai buffer. Hasil menunjukkan bahwa fruktosa sebagai sumber karbon dapat
membentuk solid GIcN dengan rendemen sebesar 544,79 mg/g karbon. Jumlah rendemen
ini jauh lebih besar dibandingkan dengan hasil fermentasi (220 mg/g karbon). Akan
tetapi, penelitian lebih lanjut terhadap proses pemurnian GIcN perlu dilakukan.

Kata kunci: Glukosamin, non-enzimatis, fruktosa, amonium.

ABSTRACT

Glucosamine (GIcN) has traditionally been produced by hydrolysis of shellfish
exoskeleton and microbial fermentation. However, production by hydrolysis has
limitations including the availability of raw material, shellfish allergy, and environmental
contamination. Meanwhile, production by microorganism is limited due to long
fermentation time and separation process. In regards to these limitations, in this study,
production of GIcN was conducted by non-enzymatic chemical reaction between carbon
source (glucose or fructose) and ammonium source (mixture of ammonium acetate and
ammonium chloride) in the presence of methanol containing acetate acid as buffer
system. The result showed that production with fructose as carbon source can form solid
GlcN with yield of GIcN was 544.79 mg/g carbon. The yield was much higher than
production by fermentation (220 mg/g carbon). However, further study on purification
process of GIcN is required.

Keywords: Glucosamine, non-enzimatic, fructose, ammonium.

PENDAHULUAN

Osteoarthritis (OA, penyakit sendi degeneratif) adalah sindrom klinis
dimana inflamasi tingkat rendah dihasilkan dari nyeri pada sendi. OA dapat
disebabkan oleh beberapa hal, seperti (i) abnormalitas tulang rawan yang

berfungsi sebagai bantalan dalam sendi dan (ii) kerusakan atau penurunan cairan
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sinovial yang melumasi sendi tersebut (Conaghan, 2008). Ada sejumlah pilihan
pengobatan yang tersedia untuk penderita OA, mulai dari perubahan gaya hidup
yang sederhana sampai dengan penggunaan obat-obatan (obat anti-inflamatori)

atau produk nutraceuticals lainnya (Ishiguro et al. 2002).

Glukosamin (GIcN; CgHi3NOs) dan N-asetil glukosamin (GIcNAc;
CsHisNOg) dapat disintesis dalam tubuh dari glukosa dan juga bertindak sebagai
prekursor untuk biosintesis beberapa makromolekul, termasuk glikolipid,
glikoprotein, glukosaminoglikan (mukopolisakarida) dan proteoglikan. Sebagai
komponen dari makromolekul, GIcN memiliki peran dalam sintesis membran
lapisan sel, kolagen, osteoid, dan tulang matriks. GIcN juga diperlukan untuk
pembentukan cairan pelumas dan agen perlindungan. Karena konsentrasinya yang
tinggi dalam sendi, hipotesis menyebutkan bahwa suplemen GIcN dapat

membantu menurunkan gejala osteoartritis (D' Ambrosio et al. 1981).

GlcN hidroklorida (GIcN-HCI) dan sulfat umumnya digunakan sebagai
suplemen. Selanjutnya, pada tahun 2004 GIcN termasuk ke dalam GRAS melalui
pengumuman GRN 000150: 21 CFR 170.3(n) (3), (7), (16), (31), (36). Dengan
demikian, GIcN dapat digunakan bukan hanya sebagai supplemen tetapi juga
sebagai ingredien dalam pembuatan berbagai jenis pangan seperti yang disebutkan
di dalam 21 CFR 8 170.3-Broad food categories dan USDA’s CSFII-Food
categories (Mattia, 2004; Rogers, 2004).

Saat ini sebagian besar GIcN berasal dari hidrolisis dan deasetilasi
eksoskeleton kerang, kepiting yang mengandung kitin dengan menggunakan asam
klorida pekat (Mojarrad et al. 2007). Namun ada beberapa keterbatasan produksi
GIlcN menggunakan metode ini seperti: alergi, kontaminasi logam berat, waktu
panen yang bersifat musiman maupun faktor sosial yang menggarisbawahi
kontribusi terhadap penurunan sumberdaya laut dunia (Cao et al. 2008). Produksi
lainnya dapat juga menggunakan mikroorganisme seperti E. coli (Deng et al.
2005) maupun kapang (Hsieh et al. 2007; Liao et al. 2008; Sitanggang et al.
2010). Akan tetapi produksi GIcN menggunakan mikroorganisme ini juga

memiliki beberapa kelemahan, vyaitu waktu fermentasi yang cukup lama
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(umumnya lebih dari lima hari) serta purifikasinya yang cenderung terlalu lama
(Sitanggang et al. 2011).

Penelitian ini bertujuan mencari alternatif pemecahan masalah terhadap
produksi GIcN yang berasal dari laut maupun mikroorganisme melalui sintesis
GIcN dari substrat yang sederhana (monosakarida dan senyawa amonium) dengan
reaksi kimia. Beberapa hal yang ingin didapatkan pada penelitian ini adalah:

a. Substrat spesifitas, yaitu kecocokan jenis senyawa yang memiliki struktur
monosakarida dan amonium yang dapat digunakan sebagai reaktan dalam
memproduksi GIcN secara optimum dengan memperhatikan rasio
molaritasnya.

b. Kondisi optimum reaksi pembentukan GIcN dari reaktan (senyawa

monosakarida dan amonium) yang meliputi suhu optimum reaksi (°C).

METODE PENELITIAN

Pada penelitian ini GIcN disintesis melalui reaksi kimia non-enzimatis
dengan molekul berstruktur monosakarida dan senyawa yang mengandung gugus
amin sebagai substrat. Parameter proses sintesis berupa kecocokan substrat
(substrate fingerprint), kondisi rekasi (suhu, agitasi) akan dikontrol. Larutan
sistem berupa pelarut yang larut air (water-miscible) dengan nilai solubilitas GIcN
lebih rendah di dalamnya digunakan dengan pertimbangan senyawa-senyawa
subtrat dapat larut dengan baik sehingga ketika proses pengadukan berlangsung,
masing-masing reaktan akan terdistribusi secara sempurna sehingga kontak
diantara reaktan memiliki peluang yang lebih besar. Selanjutnya, karakteristik
larutan ini akan memudahkan proses separasi karena GIcN yang terbentuk
diharapkan secepat mungkin mencapai titik metastabil-labil (kondisi
supersaturasi), sehingga kristal GIcN dapat dipisahkan dengan mudah. Secara

keseluruhan roadmap penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 1 dibawah ini.

Validasi Metode Analisis GIcN dan Kurva Standar

Glukosamin dianalisis dengan menggunakan HPLC dengan metode yang
diadopsi dari Sitanggang et al. (2009a; 2010a). Sebanyak 0,1 mL sampel dan
0,1 mL internal standar berupa 0,1% (b/b) 3,5-dinitrobenzonitril di dalam
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acetonitril diderivatisasi dengan menggunakan 0,3 mL 1-naftil isotiosianat di
dalam piridin (40 mol/m®) di dalam constant bath shaker selama 1 jam, 50°C,
100 rpm. Selanjutnya derivatif disaring menggunakan filter berukuran 0,45 um.

Sebanyak 0.1 mL sampel disuntikkan ke dalam kolom HPLC.

Kondis

Qugus menesakanda

v Yield (mg/mL)

wabrstrat v Kinetika produksi (£)
Sukr H0 )
< Jenis pelarmt v Pemoddelan
4 é HPLA
\j ‘ Sahi Kolons: $0r¢
3 £ — [Gemermm—— | f nitrid
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v NHBr |
¢ (NHHSO, \ 4 T
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CaNOy 4
' .
v RNeconver ™y
v Sebu (°C) 3 v NAMR
A gitwsh (npon) v TN ¢ TGA

Gambar 1. Roadmap produksi GIcN melalui sintesis Kimia.

Kolom HPLC yang digunakan adalah Eclipse XDB yang berukuran 5 pum,
4.6 mm i.d.x150 mm. Detektor yang digunakan adalah UV-Vis detektor (Simadzu
SPD-20A, Jepang) dan diatur pada panjang gelombang (1) 230 nm. Tekanan
diatur pada interval 130-150 kgf. Fase gerak yang digunakan adalah campuran
antara acetonitril dan air dengan komposisi 87:13 dengan kecepatan aliran sebesar
1,3 mL/menit. Waktu analisis dilakukan selama 40 menit dengan kromatogram
GIcN akan muncul pada menit ke-11 dan internal standar pada menit ke-29.
Kondisi ini tidak berbeda jauh dengan kromatogram menggunakan metode
Sitanggang et al. (2010) dimana puncak GIcN dan internal standar pada menit ke
10 dan ke 25. Untuk pembuatan kurva standar, larutan stok dibuat dengan
konsentrasi 0,25% (b/b) dan rentang titik kurva standar berada diantara
0,05-0,25% (b/b).

Sintesis GIcN
GIlcN adalah molekul yang tersusun dari satu molekul yang bergugus
glukosa dan satu molekul amin. Oleh karena itu sintesis GIcN non-enzimatis dapat

dilakukan dengan menggunakan substrat seperti glukosa (CgH1206), Sirup
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fruktosa, fruktosa kristal, sukrosa (C12H22011), serta molekul yang mengandung
amin, seperti: NH4CIl, NH4Br, (NH4)HSO4, (NH4)2SO04, CoH302NH4, C2HgN2Oy4.
Pada penelitian ini substrat yang digunakan adalah glukosa dan fruktosa kristal
sebagai sumber karbon serta amonium klorida (NH4CI) dan amonium asetat
(C2H302NH,) sebagai sumber amin. Pelarut yang digunakan adalah metanol pada
berbagai konsentrasi dengan asam asetat sebagai buffer.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Validasi Metode Pengukuran GIcN: Derivatisasi Proses

Glukosamin (GIcN), atau 2-amino-2-deoxy-D-Glukosa, tidak memiliki
kromofor, karena strukturnya yang hanya terdiri atas ikatan karbon tunggal (single
bond, -C-) (Hsieh et al. 2007). Oleh karena itu, untuk dapat menganalisisnya pada
panjang gelombang (A) visible (230 nm) maka GIcN harus direaksikan dengan
suatu senyawa kimia kompleks yang memiliki ikatan ganda (double bond).
Senyawa ini dapat disebut sebagai agen derivatisasi; dan senyawa kompleks GIcN
dan agen derivatisasi akan dengan mudah menyerap cahaya pada panjang
gelombang analisis (230 nm). Dalam hal ini, senyawa 1-Naphthylisothiocyanate
dipilih berdasarkan studi literatur sebelumnya (Sitanggang, 2009; 2010). Prosedur
derivatisasi dapat dilihat pada Gambar 2, sementara rekasi antara kedua senyawa
(GIcN versus agen derivatisasi) tersebut dapat dilihat pada Gambar 3. Rekasi ini
memerlukan panas, sehingga proses derivatisasi dilakukan dalam water bath

dengan suhu 50°C, dengan kecepatan 100 rpm selama 1 jam.

0.1 mLsample or glucosamine
solution

‘ 0.1 mLInternal standard ‘ ------- L !

‘ 0.1 mLDerivatizing agent

=3 —r—
— (Uil
- Shaken at 50 °C, 100 rpm, 1 h

Gambar 2. Reaksi derivatisasi untuk analisis GICN.
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Gambar 3. Proses  derivatisasi antara  1-napthyl isothiocyanate dengan GIcN
menghasilkan senyawa kompleks 1-napthyl isothiocyanate-GICcN.

Selektivitas Metode
Hubungan yang linear antara persentasi rasio luas area antara GICN dan
internal standar pada berbagai konsentrasi GIcN (0.006-0.25% wt) dapat dilihat

pada Gambar 4 di bawabh ini.
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Gambar 4. Linearitas kurva GlcN.

Untuk melihat selektivitas dari metode, materi lain seperti GIcN, internal
standar juga diderivatisasi menggunakan 1-napthyl isothiocyanate. Dari hasil
kromatogram HPLC didapatkan beberapa noise pada waktu retensi lima (5) menit
pertama, akan tetapi setelah itu tidak didapatkan puncak-puncak lainnya selain
dari puncak agen derivatisasi, GIcN dan internal standar. Lebih lanjut, pemisahan

puncak GIcN dan internal standar terjadi dengan baik dan jelas, yaitu sekitar
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11 menit dan 29 menit untuk puncak GIcN dan internal standar. Kromatogram

hasil analisis dapat dilihat pada Gambar 5 dibawah ini.

<Chromatogram>
mAL

4000
3000

2000

0 4 10 " 2 24 %
mn

Gambar 5. Kromatogram dari agen derivatisasi, GIcN dan standar internal menggunakan
analisis HPLC kolom Eclipse (4.6*150 mm) pada panjang 230 nm, 40 menit.

Validasi Metode Pengukuran GIcN: Akurasi dan Presisi Metode

Untuk analisis secara sederhana dari presisi dan akurasi metode, satu
konsentrasi larutan GIcN standar dimana konsentrasinya berada pada rentang
kurva linearitas dianalisis. Baik presisi dan akurasi dari metode menunjukkan nilai
kesalahan relatif (relative error, RE) dan nilai relatif standar deviasi (relative
standard deviation, RSD) di bawah dari 5%. Hasil selengkapnya dapat dilihat

pada Tabel 1 dibawah ini dan dibandingkan dengan literatur yang ada.

Tabel 1. Analisis presisi (% RSD) dan akurasi (% RE)
Nama larutan Kon. (%wt) Rataan (%owt) RE (%) RSD (%) Pustaka

Larutan std 0,06 0,06 4.65 299  Studi ini
Larutan std 0.10 0.10 3.99 2.53  Sitanggang et al. 2009
Triple flex 0.08 0.08 3.07 1.25  Sitanggang et al. 2009

Dari tahapan penelitian ini maka dapat disimpulkan bahwa metode analisis
GlIcN menggunakan HPLC pada panjang gelombang cahaya tampak (230 nm)
dapat dilakukan dengan nilai presisi (% RSD) dan akurasi (% RE) di bawah 5%.
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Sintesis Glukosamin (GIcN)

Sintesis GIcN dilakukan menggunakan rangkaian alat yang terdiri dari labu
leher tiga yang ditempatkan di dalam penangas air dan dilengkapi dengan
termometer, magnetic stirrer, dan kondensor (Gambar 6).

Gambar 6. Rangkaian alat sintesis GICN.

Di dalam labu tersebut direaksikan sumber karbon dan sumber amonium
untuk membentuk GIcN. Pengaduk magnetic stirrer berfungsi untuk melakukan
pengadukan mekanis di dalam labu leher tiga. Pada penangas dan labu dipasang
termometer untuk mengukur suhu masing-masing larutan. Penggunaan kondesor
yang dipasang pada labu leher tiga diperlukan untuk mencegah larutan menguap
selama pemanasan. Pada penelitian ini, stirring hot plate digunakan untuk

memanaskan larutan.

Sebelum sintesis dilakukan kalibrasi suhu terlebih dahulu pada stirring hot
plate. Alat stirring hot plate sebagai pemanas pada rangkaian alat sintesis GIcN
tidak menunjukkan suhu larutan ketika dipanaskan. Oleh karena itu, kalibrasi suhu
pada stirring hot plate perlu dilakukan untuk mengetahui suhu dan laju kenaikan
suhu pada larutan GIcN dan penangas air selama pemanasan. Kalibrasi suhu
dilakukan dengan memasang termometer pada penangas dan labu leher tiga untuk
mengukur suhu masing-masing larutan. Pengukuran dilakukan setiap 5 menit
sampai dengan menit ke-270 atau selama 4.5 jam pada setiap skala pemanasan
pada tombol pengatur suhu yaitu dari skala 0.5 sampai dengan skala 4. Gambar 7

menunjukkan hasil pengukuran suhu larutan pada berbagai skala pemanasan.
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Gambar 7. Suhu larutan pada berbagai skala suhu pemanasan.

Dengan terkalibrasinya suhu pada labu leher tiga maka sintesis GIcN dapat

dilakukan dengan menggunakan sistem ini.

Sintesis GIcN dilakukan mengadopsi metode Hubbs (2007) yang
dimodifikasi. Modifikasi dilakukan meliputi perlakuan 1) sumber karbon yang
berbeda yaitu fruktosa dan glukosa, 2) konsentrasi metanol (50% dan 99.9%), dan
3) tanpa penambahan HCI agar diperoleh GIcN murni. Diagram alir metode
sintesis GIcN dapat dilihat pada Gambar 8. Sintesis GIcN dilakukan dengan
mereaksikan substrat gula (glukosa atau fruktosa kristal) sebagai sumber karbon
dan campuran amonium asetat (C,H3O,NH4) dan amonium Kklorida (NH4CI)

sebagai sumber amonium.

Tahap awal sintesis dilakukan dengan cara mencampurkan amonium klorida
(7.29 g, 119 milimol), amonium asetat (9.27 g, 12 mmol), asam asetat
(7.13, 119 mmol), dan metanol (100.66 @) di dalam labu leher tiga. Pengaduk
magnetik digunakan untuk mengaduk campuran tersebut. Kemudian pada
campuran tersebut ditambahkan sumber karbon (fruktosa atau glukosa murni)

sebanyak 24.03 g (133 mmol) dan kemudian dipanaskan sampai dengan suhu

55°C dan suhu dipertahankan selama 5 jam.

Setelah pemanasan selama 30 menit, pada campuran terbentuk padatan
dengan jumlah yang terus bertambah selama waktu pemanasan. Kemudian
campuran didinginkan dalam water bath dan selanjutnya diaduk selama semalam
pada suhu ruang. Setelah pengadukan selesai, campuran disaring menggunakan

pompa vakum untuk memperoleh padatan tersebut. Padatan tersebut kemudian

255



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

dikeringkan dalam oven pada suhu 50°C sampai diperoleh bobot konstan.

Mengacu pada Hubbs (2007) padatan yang dihasilkan tersebut merupakan
glukosamin. Selanjutnya padatan tersebut dihaluskan sehingga diperoleh serbuk

glukosamin berwarna putih kecoklatan.

Pencampuran sum ber am onaam

v

Penambahan sumberkatbon

v

Pemanasan(55°C)

v

Pendinginanpada suhuruang(27 °C),
dalam wafer bath

.

Stirning selam a semalam (suhuniang)

.

Filtrasi (vacuum filtration)
Catatan:
SumberC: D-glukosa atauD-fruktosa

SumberN: amonium asetat dan

- am onium klorida
Pengeringan dalam oven Buffer: asam asetat

(0°C) Pelarut: m ethanol
Agtas: magnefic stiver 200 rpm

Gambar 8. Prosedur sintesis GIcN.

Untuk menentukan kecocokan substrat dan pelarut dilakukan pengamatan
secara visual, yaitu ada tidaknya terbentuk solid selama proses sintesis. Dari hasil
pengamatan visual tersebut didapatlkan bahwa sintesis GICN dengan glukosa
sebagai sumber karbon tidak membentuk solid baik dengan pelarut metanol 50%
maupun 99.9%, sedangkan sintesis GIcN dengan fruktosa sebagai sumber karbon
membentuk solid yang diduga memuat kristal GIcN (Gambar 9). Dari hasil
tersebut dapat disimpulkan bahwa fruktosa dapat dijadikan sebagai subtrat dalam

sintesis GIcN secara kimiawi.
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2) b) %)

Gambar 9. Perbandingan hasil sintesis GIcN a) glukosa+metanol 50%, tidak membentuk
GIcN, b) glukosa+metanol 99.9%, tidak membentuk GIcN; c) fruktosa+
metanol 99.9%, membentuk solid GIcN.

Analisis dari solid yang terbentuk tersebut dipresentasikan serta
dibandingkan dengan beberapa studi literatur yang ada dengan sistem yang
berbeda dan dapat dilihat pada Tabel 2 di bawabh ini.

Tabel 2. Perbandingan produksi GIcN melalui proses fermentasi dan sintesis

kimia.
. Konsentrasi ~ Konten GlcN yield
Metod Med Sumb
etode SOUM  GIeN(@/L)  (mg/bksel)  (mg/g carbon) urmoer

R.oligosporus SDB - 0,11 - Sparringa and

NRRL 2710 Owens (1999)

Aspergillussp.  WBS - 24,10 - Carter et al.
(2004)

M. pilosus RSA 0,26 - 13,20 Yu et al.
(2005)

M. pilosus RSA 0,72 40,40 35,90 Hsieh et al.

BCRC31527 (2007)

R.oryzae ATCC Limbahsusu - 160 - Liao et al. 2008

20344

Aspergillus sp WF 7,05 210 210 Sitanggang

BCRC 31742 etal. 2010

Aspergillus  sp WF-M 7,48 260 220 Sitanggang

BCRC 31742 etal. 2010

Secara kimiawi  Fruktosadan - - 544,79 Studiini

amonium

Dari tabulasi di atas terlihat dengan jelas bahwa sintesis GIcN melalui reaksi
kimia menghasilkan nilai yield yang lebih besar dibandingkan dengan proses

fermentasi yang telah ada berdasarkan dari penggunaan karbon (nilai C).

Dari hasil analisis, GIcN kristal terinkorporasi di dalam solid yang terbentuk

selama reaksi. Dengan demikian, kenaikan bobot dari solid yang terbentuk selama
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reaksi secara proporsional meningkatkan konsentrasi yang terbentuk. Kenaikan
bobot solid dapat dilihat pada Gambar 10 di bawabh ini.

11,0000 -
10,5000
10,0000

9,5000 /
9,0000 /

8,5000 —’//

1 2 3 4 5
Lama reaksi (jam)

Bobot solid (gr)

8,0000

Gambar 10. Kenaikan bobot solid yang mengandung kristal GIcN dalam selang waktu
reaksi.

Kendala Proses Purifikasi Glukosamin (GIcN)

Seperti yang terlihat pada Gambar 10, seiring dengan berjalannya reaksi,
terjadi kenaikan bobot solid yang mengandung kristal GIcN sepanjang reaksi
sekitar 5 jam. Hal ini menunjukkan adanya indikasi kenaikan konsentrasi GICN.
Akan tetapi terdapat kendala di dalam proses purifikasi GICN tersebut. Hal ini
diindikasikan dengan adanya kesulitan selama menganalisis konsentrasi GIcN
yang didapatkan karena proses pemisahan peak dengan kontaminan lainnya tidak
dapat dilakukan dengan sempurna seperti yang ditunjukkan pada Gambar 11
berikut ini.

0

-----

Gambar 11. Kromatogram analisis solid GIcN dan standar internal menggunakan analisis
HPLC kolom Eclipse (4.6*150 mm) pada panjang 230 nm, 40 menit.
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Untuk kelanjutan penelitian ini, proses separasi GIcN dari kontaminan solid
lainnya merupakan sesuatu yang harus dapat dipecahkan. Pemisahan ini mungkin
dapat dilakukan dengan cara pemansan atau dekstruksi menggunakan asam

dengan molaritas tinggi.

KESIMPULAN

Pada penelitian ini didapatkan yield GIcN sebesar 544,79 mg/g karbon
dengan sumber karbon berasal dari fruktosa dengan pelarut metanol 99.9% dan
sumber amonium campuran dari amonium asetat dan amonium klorida di dalam
buffer asam asetat. Sebagai penelitian awal hasil ini menunjukkan adanya peluang
yang cukup besar untuk memproduksi (sintesis) GIcN menggunakan reaksi kimia
sederhana dibandingkan dengan menggunakan metode ekstraksi asam/basa pada
eksoskleton atau cangkang dari binatang laut ataupun melalui proses fermentasi
menggunakan mikroorganisme yang cenderung memakan waktu yang cukup lama
(time consuming). Akan tetapi masih didapatkan beberapa kendala di dalam
proses pemurnian GIcN yang dihasilkan dari padatan GIcN yang didapatkan
selama rekasi berlangsung. Hal ini terlihat dengan jelas dari kromatogram analisis
HPLC yang didapatkan, dimana peak GIcN berimpit dengan peak senyawa
kontaminan lainnya yang terdapat pada padatan GIcN yang terbentuk selama
proses sintesis. Kedepannya, masalah ini harus dipecahkan untuk menjadikan
sintesis GIcN melalui reaksi kimia sederhana menjadi feasible dalm proses

penggandaan skala (scale up).
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FORMULASI MINUMAN EMULSI MINYAK BEKATUL DENGAN
BERBAGAI FLAVOR DAN PENGARUH PENYIMPANAN TERHADAP
KARAKTERISTIK KIMIA DAN MIKROBIOLOGI
(Formulation of Rice Bran Oil Emulsion Baverages with Various Flavors and the
Effect of Storage on Chemical Characteristics and Microbiology)

Evy Damayanthi, Cesilia Meti Dwiriani, Ilma Ovani
Dep. Gizi Masyarakat, Fakultas Ekologi Manusia, IPB.

ABSTRAK

Bekatul padi merupakan limbah penggilingan padi dengan efek kesehatan yang besar
namun mempunyai kelemahan dari aspek organoleptiknya. Teknologi yang sesuai untuk
memformulasikannya menjadi minuman yang dapat diterima akan dapat mengoptimalkan
pemanfaatan bahan limbah ini menjadi minuman fungsional. Penelitian ini bertujuan
untuk meningkatkan daya terima organoleptik minuman emulsi minyak bekatul sebagai
alternatif minuman fungsional. Desain penelitian ini adalah experimental study. Minuman
minyak bekatul terbaik dianalisis kandungan vitamin E (metode HPLC), orizanol (metode
spektrofotometer) dan aktivitas antioksidan (metode DPPH). Hasil penelitian pada tahap
trial and error jenis emulsifier di dalam formula minuman minyak bekatul, menunjukkan
bahwa emulsifier sugar ester lebih baik dibandingkan gliserol mono stearat (GMS). Dari
lima jenis flavor yang ditambahkan ke dalam minuman minyak bekatul, yang terbaik
adalah minuman emulsi minyak bekatul dengan flavor stroberi 0.5%. Produk terbaik ini
mengandung 0.003% orizanol, 0.085 mg/100 ml vitamin E dan aktivitas antioksidan
37.09%. Penyimpanan produk pada suhu rendah selama 2 hari memperlihatkan adanya
penurunan karakteristik kimia, sedangkan jumlah mikroba produk yang disimpan pada
suhu rendah selama 8 hari fluktuasi. Namun demikian jumlah mikroba produk masih
cukup rendah yaitu 11.3 koloni/mL atau 1.05 log;, CFU/mL. Produk minuman minyak
bekatul ini diharapkan dapat menjadi minuman fungsional yang dapat diterima untuk
mencegah penyakit tidak menular.

Kata kunci: Minyak bekatul, minuman emulsi, uji organoleptik, antioksidan.

ABSTRACT

Rice bran is waste product of rice mill with huge health effect, but its have a weakness on
organoleptic aspect. The appropriate techonology process for formulating into acceptance
beverage product will optimize the use of this waste material to become funcional drink.
This study aims to incerease organoleptic acceptance of rice bran oil-emulsion beverage
as functional drink alternative. This research design is experimental laboratory. The best
rice bran oil (RBO) beverage analyzed the content of vitamin E (HPLC method),
oryzanol (spectrofotometer method) and antioxidant activity (DPPH method). The result
of trial and error phase in rice bran beverage formulation showed that emulsifier sugar
ester better than gliserol mono stearat (GMS). From five types of flavor added in RBO
beverage, the best one is strawberry flavor 0.5%. This best product has 0.003% oryzanol,
0.085 mg/100 ml vitamin E dan antioxidant activity 37.09%. The storage in refrigerator
temperature during 2 days showed decreasing of its chemical characteristic, meanwhile
the product microbe total storaged in refrigerator temperature during 8 days showed
fluctuation, eventhough the total of microbe in product still low enough (11.3 colony/mL
or 1.05 log; CFU/mL). Overall, this RBO beverage may become acceptable functional
drink to prevent non-communicable diseases.

Keywords: Rice bran oil, emulsion beverage, organoleptic test, antioxidant.
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PENDAHULUAN

Jumlah penderita obesitas di negara-negara berkembang cenderung
meningkat, seiring dengan perubahan gaya hidup dan pola makan yang tinggi
energi dan kurangnya aktivitas fisik. Di Indonesia masalah gizi saat ini sudah
bergeser dari masalah gizi buruk dan kurang menjadi gizi lebih dan obes.
Berdasarkan data Riset Kesehatan Dasar (Depkes, 2010), prevalensi obesitas
nasional orang dewasa 21.7 persen dan prevalensi wanita lebih tinggi
dibandingkan pria. Di Jawa Barat prevalensi obesitas masih di bawah angka
nasional, yaitu 12.8 persen. Data Riskesdas juga menunjukkan prevalensi obes
cenderung lebih tinggi pada orang dewasa dengan tingkat pendidikan yang lebih
tinggi.

Obesitas dihubungkan dengan berbagai penyakit seperti resistensi insulin,
hipertensi, diabetes melitus tipe 2 dan penyakit jantung. Dengan meningkatnya
prevalensi obesitas, jumlah penderita penyakit-penyakit tersebut juga meningkat,
bahkan menjadi penyebab kematian paling tinggi. Pada individu dengan obesitas,
peningkatan asam lemak bebas intrasel yang terjadi akan meningkatkan
uncoupling mitokondrial dan oksidasi B sehingga menyebabkan peningkatan
spesies reaktif oksigen (Reactive Oxygen Species, ROS). Stres oksidatif ini akan
menyebabkan disregulasi produksi adipositokin, yakni meningkatnya produksi
molekul biologis tertentu dan penurunan produksi molekul yang lain, yang pada
gilirannya akan mengakibatkan berkembangnya sindroma metabolik (Furukawa
et al. 2004). Terapi yang ditujukan untuk menghambat proses oksidatif diduga
dapat mencegah atau paling tidak memperlambat timbulnya dan atau

berkembangnya komplikasi penyakit terkait obesitas.

Bekatul, khususnya fraksi minyaknya memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi, yang sangat bermanfaat bagi kesehatan. Bekatul padi merupakan limbah
penggilingan padi yang meskipun memiliki efek kesehatan namun mempunyai
kelemahan dari aspek organoleptiknya. Teknologi yang tepat untuk
memformulasikannya menjadi minuman yang dapat diterima akan dapat

mengoptimalkan pemanfaatan bahan limbah ini menjadi minuman fungsional.
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Secara umum, penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan daya terima
organoleptik minuman emulsi minyak bekatul sebagai alternatif pangan
fungsional tinggi antioksidan. Tujuan khususnya: 1) Mempelajari pembuatan
minuman emulsi minyak bekatul; 2) Mempelajari sifat organoleptik minuman
emulsi minyak bekatul dengan berbagai flavor; 3) Mempelajari sifat kimia
(proksimat; vitamin E; oryzanol dan aktivitas antioksian) minuman emulsi minyak
bekatul dengan flavor terpilih; dan 4) Mempelajari pengaruh penyimpanan
terhadap sifat kimia dan mikrobiologi (TPC) minuman emulsi minyak bekatul
dengan flavor terpilih

METODE PENELITIAN

Desain penelitian ini adalah experimental study. Lokasi penelitian dilakukan
di empat laboratorium yang meliputi Laboratorium Percobaan Makanan,
Laboratorium Analisis Zat Gizi, Laboratorium Organoleptik, dan Laboratorium
Biokimia Gizi Departemen Gizi Masyarakat, Fakultas Ekologi Manusia, Institut
Pertanian Bogor, Laboratorium Saraswanti Indo Genetech dan Laboratorium KK
Farmakokimia, ITB. Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Maret sampai bulan
November 2012.

Bahan-bahan yang digunakan dalam pengembangan produk minuman
emulsi minyak bekatul adalah Rice Bran Oil (Oryza Grace™), 5 jenis flavor cair
dari PT. Corindo Flavor, emulsifier sugar ester dan gliserol mono stearat (GMS),
carboxy methyl cellulose (CMC), sorbitol, sukralosa, garam, serta air. Bahan
kimia yang digunakan untuk analisis abilangan Thiobarbituric Acid (TBA), dan
nilai Total Asam Tertitrasi (TAT) adalah metanol, agquades, aluminium foil, asam
askorbat, HCI 0,1 N, NaOH 0,1 N, indikator Phenolphtalein, TBA dan asam
asetat.

Peralatan yang digunakan dalam pembuatan minuman emulsi adalah
homogenizer, wadah plastik, timbangan, panci, termometer, dan kompor gas.
Alat-alat untuk analisis selama penyimpanan adalah timbangan analitik, sudip,
tabung reaksi, erlenmeyer, labu destilasi, gelas piala, alat titrasi, destilator,

spektrofotometer, penangas air, pipet volumetrik 5 ml, pipet tetes, sentrifus, dan
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vorteks. Analisis vitamin E menggunakan HPLC dan Orizanol mengggunakan

spektrofotometer.

Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam dua tahap, vyaitu tahap penelitian
pendahuluan dan lanjutan. Pada penelitian pendahuluan dilakukan formulasi dan
pembuatan minuman emulsi minyak bekatul. Tahap kedua adalah mempelajari

pengaruh penyimpanan terhadap formula terbaik selama penyimpanan.

Penelitian Pendahuluan
Formulasi dan pembuatan minuman e mulsi minyak bekatul
Trial and error formulasi dan pe mbuatan

Penelitian pendahuluan mula-mula dilakukan dengan membuat minuman
emulsi minyak bekatul sebanyak empat formula berbeda, yaitu F1, F2, F3, dan F4.
F1 merupakan formula yang telah digunakan pada penelitian minuman emulsi
minyak bekatul terdahulu (Rachman, 2012), sedangkan F2 adalah formula yang
diadaptasi dari penelitian mengenai keju putih rendah lemak yang dilakukan oleh
Syakdiyah (2011). F3 dan F4 dibuat berdasarkan kombinasi F1 dan F2.

Tabel 1. Formula minuman emulsi minyak bekatul

Bahan F1 F2 F3 F4

Minyak bekatul 50¢g 50¢g 50¢g 509
Air (biang) 140 ml 30 ml 80 ml 140 g
Air (pengenceran) 150 ml 200 ml 200 ml 200 ml
Sugar ester 1lg - 19 -
CMC 0lg - 0lg -
Sukralosa 0,03g - 0,03g 0,03¢g
Garam 0lg - 0lg 0lg
GMS - 109 - 10g
Sorbitol - 120 g 60 g -
Perisa cokelat 064¢g 0649 0649 0649

Proses pembuatan minuman emulsi minyak bekatul pada penelitian ini
dilakukan sesuai Gambar 1 dan 2. Perisa coklat digunakan untuk memperkaya cita
rasa dari produk, sebagai pengganti cokelat bubuk yang digunakan oleh Rachman

(2012). Garam digunakan untuk meminimalkan efek negatif pada rasa yang
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ditimbulkan dari sukralosa. Emulsifier yang digunakan adalah sugar ester dan
GMS.

Emulsifier > Dipanaskan Air dipanaskan s/d

=» Diaduk P

+ minyak s/d 60°C 60°C
Fl
+CMC|| F4
+ sukralosa & Pengenceran Homogenisasi
= S - o
garam 1: 4 11.000 rpm, selama 10 menit
Homogenisasi Pasteurisasi

—p

9.000 rpm, selama 30 detik 60°C, selama 30 menit

Gambar 1. Proses pembuatan minuman emulsi minyak bekatul F1 dan F4.

Emulsifier, sorbitol, > Dipanaskan
minyak & air s/d 60 °C
Pengenceran — Homogenisasi
1: 4 11.000 rpm, selama 10 menit
F3 '
+ sukralosa & F2
garam
Homogenisasi - Pasteurisasi
9.000 rpm, selama 30 detik 60°C, selama 30 menit

Gambar 2. Proses pembuatan minuman emulsi minyak bekatul F2 dan F3.

Formulasi dan pembuatan yang digunakan dalam pengembangan dengan
flavor

Penelitian pada tahap ini menggunakan formula minuman emulsi minyak
bekatul terpilih dari penelitian Rachman (2012) tanpa penambahan cokelat bubuk.
Perlakuan terdiri dari dua faktor, yakni jenis dan konsentrasi flavor. Digunakan
5 jenis flavor dengan konsentrasi masing-masing sebesar 0,1%, 0,3% dan 0,5%.
Berdasarkan penjelasan pihak PT. Corindo Flavor, batas maksimal penggunaan

flavornya adalah sebesar 0,5% dari jumlah total prod uk.
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Tabel 2. Komposisi minuman emulsi minyak bekatul dengan berbagai flavor

-
No. Bahan Komposisi (%)

Flavor 0,1% Flavor 0,3% Flavor 0,5%
1 Minyak bekatul 6.25 6.25 6.25
2  Sugar ester 0.13 0.13 0.13
3 CMC 0.01 0.01 0.01
4 Sukralosa 0.02 0.02 0.02
5 Garam 0.05 0.05 0.05
6 Air 93.45 93.25 93.05
7 Flavor 0.10 0.30 0.50

Proses pembuatan minuman emulsi minyak bekatul dengan penambahan
flavor ditunjukkan pada Gambar 3. Minuman emulsi minyak bekatul tersebut

diperbanyak untuk keperluan uji organoleptik dan analisis selama penyimpanan.

Pencampuran minyak bekatul, air, sugar ester & CMC

<

Homogenisasi dengan kecepatan 11000 rpm selama 10 menit

<

Pengenceran dengan air + flavor (1 : 3)

<

Penambahan sukralosa & garam

ke

Homogenisasi dengan kecepatan 9000 rpm selama 30 detik

<

Pasteurisasi dengan suhu 60°C selama 30 menit

&

Gambar 3. Proses pembuatan minuman minyak bekatul dengan flavor.

Uji Organoleptik

Uji organoleptik pada penelitian ini dilakukan untuk menentukan formula
minuman emulsi minyak bekatul dengan konsentrasi flavor terbaik dari setiap
jenis flavor. Uji organoleptik yang dilakukan terdiri dari uji hedonik dan mutu
hedonik. Parameter yang digunakan adalah aroma dan rasa. Skor yang ditetapkan
yaitu 1 hingga 5. Skor uji hedonik yaitu 1=sangat tidak suka, 2=tidak suka,

3=biasa, 4=suka, dan 5=sangat suka. Uji mutu hedonik parameter aroma yaitu
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1=sangat harum, 2=harum, 3=biasa, 4=langu, dan 5=sangat langu, sedangkan
pada parameter rasa yaitu 1l=sangat manis, 2=manis, 3=biasa, 4=pahit, dan

5=sangat pabhit.

Penelitian Lanjutan
Formulasi terpilih kemudian dilakukan pengamatan karakteristik kimia
(analisis proksimat, kandungan vitamin E, oryzanol, dan aktivitas antioksidan)

dan jumlah mikrobiologi melalui uji total plate count selama 8 hari penyimpanan.

Rancangan Percobaan dan Pengolahan Data

Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL) vaitu konsentrasi flavor dengan 3 taraf dan dua kali ulangan.
Analisis dilakukan menggunakan uji sidik ragam (ANOVA) dan apabila

berpengaruh secara nyata (p<0,05) maka dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan.

Data hasil uji organoleptik dianalisis secara deskriptif berdasarkan
persentasi penerimaan panelis dan skor modus dari masing-masing taraf
perlakuan. Penerimaan panelis dihitung dengan menjumlahkan persentasi panelis
yang menyatakan biasa (3), suka (4), dan sangat suka (5) terhadap minuman
instan yang dihasilkan. Panelis dikategorikan dapat menerima minuman instan
jika memiliki persentase penerimaan yaitu > 70%. Data ini juga dianalisis dengan
menggunakan uji Friedman. Jika hasil analisis memberikan pengaruh yang nyata
antar taraf maka dilakukan uji lanjutan yaitu Multiple Comaprision Test
(O’Mahony, 1985). Rumus uji Friedman (Fr) adalah sebagai berikut:

Fr=[12/ Nk (k+1) ¥ Rj*] - [3N (k+1)]

Keterangan

N = banyaknya panelis

k = banyaknya perlakuan

Rj = rata-rata dari rangking skor perlakuan ke —j
j = banyaknya ulangan

Y R = jumlah kuadrat total perlakuan

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemanfaatan minyak bekatul dalam produk makanan adalah dengan

menggunakan teknik emulsi. Emulsi merupakan suatu dispersi cairan dalam
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cairan lain dimana molekul-molekul kedua cairan tersebut tidak saling berbaur
tetapi saling antagonistik (Charley, 1982). Jenis produk pada penelitian ini yang

dikembangkan menggunakan teknik emulsi adalah berupa minuman emulsi.

Penentuan formula minuman emulsi minyak bekatul diperoleh melalui trial
and eror berdasarkan kestabilan emulsi serta daya terima panelis terbatas.
Pembuatan minuman emulsi dilakukan dengan mencampurkan emulsifier sugar
ester, flavor, CMC, minyak bekatul, sukralosa, garam dan air menggunakan
homogenizer selama 10 menit dengan kecepatan 11.000 rpm. Selanjutnya
dispasteurisasi dengan suhu 60°C selama 30 menit. Minuman emulsi dibuat per

takaran saji yaitu 200 ml.

CMC (Carboxymethil Celulose) merupakan sebuah gum yang terlarut dalam
eter selulosa yang dihasilkan dari reaksi natrium monokloro asetat dengan
selulosa  alkali untuk membentuk natrium  karboksimetilselulosa.
Karboksimetilselulosa berfungsi sebagai pengental, stabilizer, pengikat,

pembentuk film, dan agen suspensi (Igoe, 2011).

Pemanis yang dipilih dalam produk ini adalah sukralosa, yaitu pemanis
intensitas tinggi yang diproduksi melalui penggantian tiga kelompok hidroksil
pada molekul sukrosa dengan tiga atom klor. Hasilnya adalah pemanis 0 kal yang
tidak dapat dicerna serta memiliki kemanisan 650 kali dibandingkan gula.
Pemilhan sukralosa dikarenakan cukup stabil pada suhu tinggi, mudah larut, dan
tidak mengandung kalori sehingga produk ini aman dikonsumsi oleh penderita
diabetes (Igoe, 2011).

Penelitian Pendahuluan

Pada penelitian ini dilakukan menggunaan emulsifier sugar ester dan CMC
serta emulsifier Gliserol mono stearat (GMS) untuk mendapatkan kemungkinan
emulsifier yang lebih baik. Menurut Charley (1982), syarat emulsifier yang
digunakan dalam bahan pangan yaitu memiliki gugus polar dan non-polar, dapat
menurunkan tegangan permukaan salah satu cairan, dapat diabsorpsi oleh partikel
fase terdispersi, secara kimia stabil dan tidak mudah berubah, memiliki flavor dan
rasa yang menarik atatu tidak berflavor sama sekali, dapat dimakan, dan tidak

bersifat toksik. Sugar ester merupakan kompleks sukrosa asam lemak yang
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memiliki kisaran HLB cukup lebar yaitu 1 hingga 16 (Riken, 2002), sedangkan
GMS memiliki HLB 3,8. Sugar ester nampaknya memang merupakan emulsifier
yang lebih sesuai karena memiliki nilai HLB dengan rentang yang lebar cocok

untuk membuat emulsi oil in water (o/w) yaitu berada pada rentang 8-18.

Penentuan konsentrasi emulsifier yang tepat dilakukan melalui trial and
eror. Penetapan konsentrasi emulsifier didasarkan pada SNI 01-0222-1995
mengenai jumlah maksimal dan jumlah minimal penggunaan bahan aditif dan

emulsifier dalam bahan pangan.

Produk F1 memiliki aroma yang manis. Rasanya manis seperti susu coklat
dan terdapat after taste yang sedikit agak pahit. Rasa pahit diduga berasal dari
penggunaan sukralosa sebagai pemanis buatan yang tidak mengandung kalori.
Setelah didiamkan selama 30 menit, warna minuman F1 terpisah, yaitu putih di
bagian atas dan bening kecoklatan di bagian bawah. Proses pembuatan F4 hanya
sampai pada homogenisasi pertama karena larutan yang dihasilkan sangat kental
dan cepat membeku sehingga tidak dapat diencerkan. Hal ini diduga bahwa
penggunaan GMS sebagai emulsifier pada penelitian ini perlu disertai dengan

sorbitol agar larutan yang dihasilkan tidak terlalu cepat membeku.

Formula F2 dan F3 dibuat dengan proses yang agak berbeda pada
pemanasan awal. Proses pembuatan F2 dan F3 dapat dilihat pada Gambar 2. F2
tidak menggunakan CMC sebagai pengental karena sudah kental tanpa
ditambahkan bahan tersebut. Hal ini dikarenakan pada F2 tidak ditambahkan
sukralosa dan garam, maka langsung dipasteurisasi setelah diencerkan. Prod uk F2
yang dihasilkan rasanya hambar dan memiliki aroma yang manis. Warnanya lebih

putih bila dibandingkan dengan produk F1.

Formula F2 sudah menggunakan sorbitol sebagai pemanis, namun dirasakan
rasa yang dihasilkan hambar. Oleh karena itu, pada formula F3 penggunaan
sorbitol dikurangi, yaitu sebanyak setengah dari jumlah yang digunakan pada
formula F2, namun kemudian ditambahkan sukralosa dan garam agar rasanya
manis. Produk F3 memiliki rasa yang manis dan warnanya putih seperti produk
F1, serta memiliki aroma yang manis seperti produk F2. Oleh karena itu dalam

penelitian ini ditetapkan bahwa penggunaan emulsifier GMS tidak memberikan
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hasil yang baik, dan sugar ester tetap merupakan emulsifier yang sampai saat ini

masih merupakan emulsifier yang tepat untuk minuman minyak bekatul.

Formulasi minuman e mulsi minyak bekatul untuk penelitian lanjutan
Penelitian pada tahap ini menggunakan formula minuman emulsi minyak

bekatul Rachman (2012) tanpa penambahan cokelat bubuk. Hal ini dilakukan

untuk menambah varian produk. Pengenceran yang dilakukan pada penelitian ini

mencoba menggunakan perbandingan 1:3.

Pembentukan emulsi yang dihasilkan dari biang sudah baik. Namun setelah
dipanaskan (pasteurisasi), emulsinya mulai pecah. Globula-globula minyak mulai
terpisah dan muncul di permukaan. Hal ini terjadi diduga karena ada tahap
pengenceran yang mengakibatkan kadar air pada minuman menjadi lebih besar,
sedangkan emulsi tidak dapat terbentuk dengan baik pada kondisi tersebut. Untuk
itu, minuman dihomogenisasi kembali dalam keadaan masih panas dengan
kecepatan 9.000 rpm selama kurang lebih lima menit, baru kemudian minuman
dikemas. Kestabilan emulsi yang kurang baik menjadikan emulsi mengalami
pemisahan kurang dari satu jam setelah dikemas. Proses pemisahan tersebut yaitu
creaming, seperti ditunjukkan pada Gambar 4. Oleh karena itu, minuman ini perlu

dikocok terlebih dahulu sebelum diminum.

Gambar 4. Penampakan hasil creaming dari minuman emulsi minyak bekatul-flavor.

Organoleptik Minuman Emulsi Minyak Bekatul berbagai macam flavor
Untuk menentukan penerimaan panelis terhadap minuman emulsi minyak

bekatul dengan penambahan berbagai macam falvor maka dilakukan uji

organoletik yang meliputi uji mutu hedonik dan uji hedonik (kesukaan). Uji

organoleptik merupakan uji dengan indera yang banyak digunakan untuk menilai
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mutu suatu produk. Uji organoleptik merupakan uji yang digunakan untuk

mengetahui tingkat kesukaan atau ketidaksukaan panelis terhadap suatu produk.

a. Uji Hedonik

Hasil uji hedonik menunjukkan aroma yang paling disukai adalah perlakuan
flavor stroberi 0.5% dengan skor 3.93; rasa yang paling disukai adalah perlakuan
sirsak 0.5% dengan skor 3.60; kekentalan yang paling disukai adalah perlakuan
cokelat 0.1% dengan skor 3.37 (Tabel 3).

Tabel 3. Hasil uji hedonik minuman emulsi minyak bekatul dengan flavor

. i Uji hedonik

Jenis flavor Konsentrasi flavor (%) Ao Raca Kekerialan

Vanila 0.1 3.57 3.43 3.23
0.3 3.40 3.37 3.17
0.5 3.43 3.20 3.20

Coklat 0.1 3.37 3.27 3.13
0.3 3.43 2.73 3.37
0.5 3.40 3.10 3.33

Stroberi 0.1 3.57 3.47 3.30
0.3 3.57 3.47 3.27
0.5 3.93 3.50 2.87

Sirsak 0.1 3.00 2.93 3.17
0.3 3.43 3.40 3.17
0.5 3.70 3.60 3.30

Teh hijau 0.1 2.53 2.50 3.20
0.3 2.87 2.23 3.10
0.5 2.50 2.13 3.03

b. Uji Mutu Hedonik

Hasil uji mutu hedonik menunjukkan bahwa perlakuan stroberi 0.5% adalah
yang paling harum dengan skor sebesar 1.63; perlakuan sirsak 0.5% adalah yang
paling manis dengan skor sebesar 1.80; dan yang paling kental adalah cokelat

0.5% dan teh hijau 0.5% dengan skor yang sama yaitu 2.97 (Tabel 4).

Formula terbaik yang diperoleh adalah minuman emulsi minyak bekatul
dengan flavor stroberi 0,5% yang selanjutnya diamati pengaruh penyimpanannya
terhadap karakteristik kimia. Formula ini melengkapi alternatif produk minuman
emulsi minyak bekatul yang sudah dikembangkan sebelumnya dengan

menggunakan bubuk coklat (Rachman, 2012). Pengembangan formula

273



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

menggunakan perisa non kalori diperlukan untuk memberikan pilihan yang lebih
beragam kepada konsumen sehingga pemanfaatan minuman emulsi minyak

bekatul ini semakin optimal.

Tabel 4. Hasil uji mutu hedonik minuman emulsi minyak bekatul dengan flavor

Uji mutu hedonik

Jenis flavor Konsentrasi flavor (%)

Aroma Rasa Kekentalan
0.1 2.30 1.87 3.30
Vanila 0.3 2.10 2.03 3.27
0.5 2.17 1.97 3.53
0.1 2.37 2.17 3.00
Coklat 0.3 2.67 2.40 3.00
0.5 2.20 2.03 2.97
0.1 2.27 2.10 3.07
Stroberi 0.3 1.93 2.00 3.17
0.5 1.63 1.87 3.67
0.1 2.97 217 3.03
Sirsak 0.3 2.23 2.03 3.10
0.5 2.00 1.80 3.00
0.1 3.13 2.63 3.30
Teh hijau 0.3 3.33 2.57 3.03
0.5 3.30 2.90 2.97

Karakteristik Kimia Minuman Emulsi Minyak Bekatul
Analisis Proksimat

Karakteristik kimia analisis proksimat minuman emulsi minyak bekatul
untuk kadar air 93.9%, kadar karbohidrat 3.02% (b.b), kadar protein 0% (b.b)
kadar lemak 3.03% (b.b), dan kadar abu 0.05% (b.b) (Tabel 5).

Produk minuman emulsi minyak bekatul merupakan minuman siap minum
(ready to drink) sehingga mengandung banyak air (93.9%). Kadar air yang tinggi
dapat mengakibatkan produk mengalami kerusakan dengan cepat karena dapat
digunakan oleh mikroorganisme untuk pertumbuhannya. Dalam penelitian ini
dilakukan pasteurisasi untuk meminimalisir kerusakan tersebut. Kandungan

karbohidrat diduga berasal dari emulsifier yang digunakan.

274



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

Tabel 5. Hasil Analisis proksimat minuman emulsi minyak bekatul

Kandungan Zat Gizi Persentase (%)
Air 93.90
Karbohidrat 3.02
Protein 0 (ttd)
Lemak 3.03
Abu 0.05

Kandungan protein sebesar 0% dikarenakan bahan penyusun minuman
emulsi minyak bekatul ini tidak mempunyai kandungan protein. Kandungan
lemak (3.03%) berasal dari minyak bekatul yang ditambahkan. Minyak bekatul
mengandung komponen bioaktif yaitu orizanol yang bersifat sebagai antioksidan
yang tinggi (Damayanthi et al. 2004; Damayanthi et al. 2010). Most et al. (2005)
menyatakan bahwa bahwa ternyata bagian minyak bekatul yang dapat
menurunkan kolesterol darah manusia dan bukan karena adanya serat bekatul.
Pada studi tersebut dilakukan pemberian minyak bekatul dan kontrol berupa
minyak yang diformulasikan sedemikian rupa sehingga profil asam lemak baik
jumlah maupun jenisnya menyerupai asam lemak minyak bekatul. Namun
perbedaannya adalah adanya komponen orizanol yang khas terdapat pada minyak
bekatul. Penurunan kolesterol serum manusia tersebut ternyata bukan merupakan
akibat profil asam lemak dari minyak bekatul namun akibat adanya kandungan

orizaolnya.

Kadar abu 0.05% menunjukkan bahwa pada minuman emulsi minyak
bekatul terdapat kandungan mineral. Kandungan abu mengandung mineral-

mineral yang dibutuhkan tubuh bagi kesehatan.

Kadar Vitamin E, Oryzanol dan Aktivitas Antioksidan minuman emulsi
minyak bekatul dengan flavor stroberi

Hasil analisa vitamin E, kandungan Orizanol dan aktivitas antioksidan
minuman emulsi bekatul dengn flavor stroberi 0.5% disajikan pada Tabel 6. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa minuman ini berpotensi sebagai minuman
fungsional dan untuk itu perlu dilkaji khasiat minuman ini pada manusia dalam
mencegah penyakit tidak menular misalnya penyakit terkait obesitas seperti

hiperlipidemia, diabetes dan kanker. Aktivitas antioksidan pada minyak bekatul
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Tabel 6. Kandungan vitamin E, Oryzanol dan aktivitas antioksidan minuman
emulsi minyak bekatul

Kadar
Vitamin E 0.085 mg/100 ml
Oryzanol 0.003%
Aktivitas antioksidan 37.09%.

Karakteristik kimia minuman emulsi minyak bekatul selama penyimpanan
Karakteristik kimia yang diukur pada minuman emulsi minyak bekatul yaitu
nilai pH, nilai TAT dan bilangan TBA. Selama penyimpanan 2 hari minuman

emulsi minyak bekatul sudah terlihat penurunan mutu (Tabel 7).

Tabel 7. Karakteristik kimia minuman emulsi minyak bekatul selama
penyimpanan

Sifat Fisik dan Kimiawi Hari ke-0 Hari ke-2
Nilai pH 6.6+0.09 6.4+0.05

Nilai TAT (mlI NaOH 0.1 N/100 g 3.45x10°+ 1,37 x10®°  3.49x10° + 1,02 x10®
sampel)

Bilangan TBA (mg MA eg/Kg Tidak terdeteksi 0.355+0.073
sampel)

Nilai pH merupakan parameter yang sangat penting untuk diketahui di
dalam pengolahan pangan maupun pengawetan bahan pangan. Selama
penyimpanan Nilai pH sudah mengalami penurunan. Nilai TAT berbanding
terbalik dengan nilai pH, semakin rendah nilai pH maka semakin tinggi nilai TAT
dan sebaliknya. Oleh karena itu nilai pH cenderung turun, sebaliknya nilai TAT
cenderung naik. Asam yang terbentuk selama penyimpanan akan menurunkan

nilai pH minuman emulsi minyak bekatul.

TBA merupakan salah satu tes yang paling banyak digunakan untuk
menguji adanya oksidasi lemak. Hasil oksidasi asam lemak tidak jenuh akan
membentuk warna jika bereaksi dengan pereaksi TBA. Warna yang terbentuk ini
merupakan hasil kondensasi dua molekul TBA dengan satu molekul
malonaldehida (Nawar, 1996). Selama penyimpanan terjadi peningkatan nilai
TBA yang berarti terjadi pula peningkatan laju reaksi oksidasi. Peningkatan ini

diduga karena pada produk sudah terbentuk malondialdehide.
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Uji Mikroorganisme Minuman Emulsi Minyak Bekatul (TPC)

TPC menunjukkan populasi seluruh mikroorganisme yang terdapat dalam
produk bahan pangan tanpa menunjukkan jenis mikroorganisme tertentu, sehingga
dapat digunakan sebagai gambaran umum mikroorganisme dalam suatu bahan
pangan. Total bakteri (TPC) pada produk minuman emulsi minyak bekatul flavor

terpilih selama masa penyimpanan 8 hari pada suhu refrigerator disajikan pada

Gambar 5.
100 1.05
1.00 - 0.92 0.86 0.86
0.80 -
0.20 -
0.00
HO H2 H 4 H6 H8

Gambar 5. Perubahan jumlah mikroorganisme pada minuman emulsi minyak bekatul .

Total mikroorganisme
(Log,, CFU/g)
o o
S D
o o

Total bakteri minuman emulsi minyak bekatul setelah 8 hari penyimpanan
pada suhu refrigerator sebesar 11.3 koloni/mL atau 1.05 logio CFU/mL, jumlah ini
masih dibawah penelitian Faigayanti (2012) yaitu sebesar 3.6x102 koloni/mL. Hal
ini diduga karena pada penelitian Faigayanti (2012) ditambahkan bahan baku
bubuk coklat sebagai flavor sehingga menjadi salah satu sumber zat gizi bagi
pertumbuhan mikroba. Namun, minuman emulsi minyak bekatul setelah
penyimpanan 8 hari pada suhu refrigerator masih dikatakan aman untuk
dikonsumsi karena menurut standar SNI 7388 tahun 2009 tentang batas
maksimum cemaran mikroba pada makanan dan minuman pasteurisasi dalam

kemasan yaitu 1x10* kol/ml.

KESIMPULAN

Formula terbaik dari uji hedonik dan mutu hedonik yang diperoleh untuk
minuman minyak bekatul adalah produk dengan flavor stroberi 0,5% yang

mengandung 0,003% orizanol, 0,085 mg/100 ml vitamin E dan aktivitas
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antioksidan 37,09%. Setelah dilakukan penyimpanan selama 2 hari sudah terlihat
terjadinya penurunan karakteristik kimianya. Selain itu, terjadi fluktuasi jumlah
mikroba selama penyimpanan 8 hari namun demikian jumlah mikroba produk

masih cukup rendah yaitu 11,3 koloni/mL atau 1,05 log;o CFU/mL.
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(Geulis (Healthy Environment Movement) Model Reflication to Improve Healthy
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ABSTRAK

Tujuan kegiatan adalah mengaplikasikan model GEULIS (Gerakan untuk Lingkungan
Sehat) untuk meningkatkan perilaku hidup sehat di Pondok Pesantren Da’watul Quran
Al-Rozie dan Darussalam. Kegiatan ini merupakan kegiatan kaji tindak pada bulan Juli-
November 2012, dengan menganalisis perubahan pengetahuan, sikap dan prilaku setelah
diberi penyuluhan. Data yang dikumpulkan berupa karakteristik anak (umur, jenis
kelamin, status gizi), pengetahuan, sikap dan prilaku gizi, keamanan pangan jajanan dan
kesehatan lingkungan. Data dianalisis dengan menggunakan uji t. Hasil studi
menunjukkan bahwa sebelum intervensi, lingkungan disekitar pesantren beresiko
terhadap kejadian demam berdarah yaitu dengan banyaknya jentik nyamuk Aedesaegypti.
Disamping itu pengetahuan, sikap dan prilaku gizi, keamanan pangan jajanan dan
kesehatan lingkungan sebanyak 41,5% dalam kategori kurang dan sedang. Setelah
intervensi, terjadi perubahan signifikan pada pengetahuan, sikap dan praktik siswa.
Proporsi siswa dengan Pengetahuan kesehatan lingkungan dalam kategori baik meningkat
dari signifikan dari 58,7% siswa dalam kategori baik menjadi 85,2%. Proporsi siswa
dengan sikap baik meningkat signifikan dari 87,0% menjadi 100%. Demikian pula telah
tejadi perubahan prilaku menjadi lebih baik dari 50,0% siswa dengan prilaku baik,
meningkat signifikan menjadi 96,3%.

Kata kunci: Geulis, lingkungansehat, siswa, pesantren.

ABSTRACT

The objective of this activity was to apply healthy environment movement model to
improve healthy behavior at Islamic Boarding School Da’watul Quran Al-Rozie and
Darussalam. This activity was an action reaserch conducted on July-November 2012.
Data collected were student characteristic, knowledge, attitude and practice on healthy
environment, food safety and nutrition. The data was analyzed by paired t-test. Result
showed that before intervention the environment around the islamic boarding school had
high risk of dengue hemorrhagic fever due to high number of mosque larva. Besides,
41.5% of subjects had low and middle knowledge, attitude and practice on nutrition, food
safety and healthy environment. After intervention, there was significant change in
students’ knowledge, attitude and practice. Proportion of subjects who had good
knowledge on healthy environment increase significantly from 58.7% to 85.2%.
Proportion of students who had good attitude increase significantly from 87.0% to 100%.
It also happened to students’ practice which increase significantly from 50.0% to 96.3%
in good practice category.

Keywords: Geulis, healthy environment, student, islamic boarding school.
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PENDAHULUAN

Saat ini terdapat 2 persoalan besar di bidang kesehatan selain upaya
pelayanan kesehatan dasar. Persoalan pertama yaitu aspek perilaku ditandai
dengan masih rendahnya kesadaran masyarakat dan peran sertanya dalam
pembangunan kesehatan, hal ini ditunjukkan dengan lambatnya kemajuan
peningkatan Perilaku Hidup Bersih dan Sehat (PHBS) baik di tatanan rumah
tangga, tatanan pendidikan, tatanan tempat kerja, tatanan tempat umum maupun
tatanan institusi kesehatan.Persoalan yang kedua yaitu aspek lingkungan yang
ditandai dengan besarnya dampak perubahan iklim terhadap ekosistem kehidupan
sehingga mengundang sejumlah penyakit yang semula sudah dapat diturunkan
menjadi berkembang kembali (reemergingdeseases) seperti malaria, demam

berdarah dengue, diare dan ISPA.

Data di Indonesia menunjukkan bahwa angka kejadian DBD di Indonesia
mencapai lebih dari 50 kasus per 100.000 penduduk dengan angka kematian
sekitar 1-2 persen. Selain itu data hasil Riset Kesehatan Dasar tahun 2010
menyebutkan prevalensi penyakit demam berdarah dengue mencapai 0,6%
(Depkes, 2010).

Di Kota Bogor terhitung sampai bulan Oktober 2010 penderita Demam
Berdarah Dengue (DBD) telah mencapai 1.429 penderita (Pemda Kota Bogor,
2010). Kota Bogor masih dinyatakan sebagai endemis demam berdarah dengue
(DBD), dan menjadi satu dari 10 kota di Jawa Barat dengan jumlah penderita
terbanyak. Data Dinas Kesehatan (Dinkes) Bogor menunjukkan penderita DBD
bermunculan hampir setiap bulan, dan diantaranya terjadi di pondok pesantren.
Kurang terjaganya kebersihan lingkungan di pesantren menjadi salah satu
penyebabnya. Selain itu, padatnya populasi santri di sejumlah pesantren
menjadikan penyebaran demam berdarah semakin cepat, satu nyamuk bisa
menularkan DBD kepada dua hingga tiga santri (Widianto, 2009). Oleh karena itu
perlu suatu upaya di pesantren untuk meningkatkan prilaku hidup sehat dari
siswanya serta membangun lingkungan sehat yang mendukung terhadap

pembangunan derajat kesehatan santrinya.
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Tujuan kegiatan adalah mengaplikasikan model GEULIS (Gerakan untuk
Lingkungan Sehat) dalam upaya membangun lingkungan pesantren sehat serta
meningkatkan perilaku hidup sehat dari siswa di Pondok Pesantren Da’watul

Quran Al-Rozie dan Darussalam.

METODE PENELITIAN

Desain penelitian ini adalah experimental study. dimana penelitian
dilakukan untuk melihat pengaruh intervensi terhadap perubahan pengetahuan,
sikap dan prilaku gizi, kemanan pangan, sanitasi lingkungan dan penyakit yang
berhubungan dengan lingkungan. Tahapan pelaksanaan penelitian ini meliputi:
1) persiapan (perumusan instrumen,protokol lapang, koordinasi dan konsolidasi
tim peneliti, pengurusan izin dan sosialisasi), 2) pelaksanaan (pengumpulan data
awal, penentuan intervensi yang dibutuhkan, perumusan bahan-materi intervensi,
pelaksanaan intervensi, pengumpulan data akhir), dan 3) analisis data, penulisan

laporan, dan diseminasi hasil penelitian aksi.

Penelitian dilakukan di dua lokasi yaitu Pondok Pesantren Dawatul Quran
Al-Rozie dan Pondok Pesantren Darussalam. Pondok Pesantren Dawatul Quran
AlRozie terletak di Kelurahan Gunung Batu, Kecamatan Bogor Barat Kota Bogor
sedangkan Pondok Pesantren Darussalam berlokasi di Desa Padasuka, Kecamatan
Ciomas Kabupaten Bogor. Jarak kedua pesantren ke Perguruan tinggi sekitar
6,5 kmdan 5 km, secara beurutan. Penelitian dilaksanakan selama 4 bulan mulai

Bulan Juli sampai dengan Bulan November 2012.

Cara Pemilihan Contoh

Responden penelitian adalah siswa SMP dan SMA di Pondok Pesantren
Dawatul Quran Al Rozie dan Darussalam. Teknik penarikan contoh dari populasi
dilakukan dengan cara purposive yaitu berdasarkan data siswa yang diberikan
pihak pesantren, dengan kriteria inklusi adalah siswa yang aktif dalam kegiatan
pesantren dan dianggap dapat menularkan ilmunya kepada siswa lainnya yang
tidak menjadi peserta. Jumlah peserta dari Pesantren Dawatul Quran Al-Rozie
sebanyak 29 siswa yang terdiri dari 20 siswa laki-laki dan 9 siswa perempuan.

Sedangkan jumlah peserta dari Pesantren Darussalam sebanyak 25 siswa, yang
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terdiri dari 14 siswa laki-laki dan 11 siswa perempuan. Sehingga total peserta

pelatihan sebanyak 54 siswa.

Kegiatan Pelatihan, Materi dan Jenis Data yang Dikumpulkan

Kegiatan pelatihan dilaksanakan selama 2 bulan, yang dilakukan seminggu
sekali sebanyak 8 kali pertemuan. Setiap pertemuan siswa dilatih memantau jentik
dan cara-cara pengendaliannya, serta diberi materi terkait kesehatan lingkungan,
gizi dan keamanan pangan, khususnya pangan jajanan. Data yang dikumpulkan
berupa data primer dan sekunder. Data primer berupa karakteristik anak (umur,
jenis kelamin dan asal derah), status gizi, pengetahuan, sikap dan prilaku terkait

kesehatan lingkungan, gizi dan keamanan pangan.

Pengolahan dan Analisis Data

Data yang diperoleh akan di coding, entry, cleaning, scoring, untuk
kemudian dianalisis menggunakan SPSS. Data status gizi dianalisis berdasarkan
IMT/U yang dikategorikan menjadi sangat kurus, kurus, normal, gemuk dan obes.
Data pengetahuan, sikap dan prilaku di skor darimasing-masing pertanyaan

kemudian dijumlahkan dan dikategorikan berdasarkan interval yang sudah baku.

Analisis statistik yang digunakan adalah analisis deskriptif dan inferensia.
Analisis deskriptif untuk menggambarkan variabel yang diteliti dalam kuisioner,

sedangkan analisis inferensia yang digunakan adalah uji paired T-Test

HASIL DAN PEMBAHASAN

Gambaran Umum Kasus Ke jadian Demam Berdarah di Lingkungan Sekitar
Pesantren serta Penyebaran Jentik Nyamuk
Kasus Kejadian Demam Berdarah di Lingkungan Sekitar Pesantren

Demam Berdarah Dengue (DBD) adalah penyakit menular yang disebabkan
oleh virus Dengue yang ditularkan melalui nyamuk Aedes dan ditandai dengan
demam mendadak 2 — 7 hari tanpa penyebab yang jelas, lemah/lesu, gelisah, nyeri
ulu hati, seringkali disertai pendarahan di kulit berupa bintik pendarahan. Kadang-
kadang mimisan, berak darah, muntah darah, dan kesadaran menurun (Depkes Rl,
1998).
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Demam Berdarah Dengue (DBD) disebabkan oleh virus Dengue. Virus ini
termasuk dalam group B Arthropod Borne Viruses (Arbovirusis) kelompok
flavivirus dari famili togavirus, yang terdiri dari empat serotipe yaitu Dengue 1,
Dengue 2, Dengue 3 dan Dengue 4. Ke-empat jenis virus ini masing- masing
saling berkaitan sifat antigennya dan dapat menyebabkan sakit pada manusia.
Keempat tipe virus ini telah ditemukan di berbagai daerah di Indonesia. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa Dengue 3 merupakan serotipe virus yang dominan
yang menyebabkan gejala klinis yang berat dan penderita banyak yang meninggal
(Wuryadi, 1990). Data kasus kejadian demam berdarah di daerah sekitar pesantren

disajikan pada tabel berikut.

Tabel 1. Data kasus kejadian demam berdarah di lokasi sekitar pesantren

No  Bulan 2007 2008 2009 2010 2011
P M P M P M P M P M
1 Januari 16 1 0 0 11 0 4 0 4 0
2 Februari 12 0 1 0 20 0 13 0 6 0
3 Maret 15 0 3 0 7 0 6 0 2 0
4 April 11 0 2 0 15 0 29 0 3 0
5 Mei 14 0 9 0 12 0 7 0 0 0
6 Juni 14 0 0 0 17 0 13 0 1 0
7 Juli 6 0 3 0 15 0 7 0 2 0
8 Agustus 8 0 4 0 27 0 16 0 0 0
9 September 2 0 1 0 9 0 9 0 1 0
10  Oktober 3 0 9 0 4 0 8 0 3 0
11 November 7 0 8 0 6 0 14 0 8 0
12 Desember 4 0 10 0 11 0 3 0 5 1
Jumlah 112 1 50 0 154 0 129 0 35 1

Keterangan: P= penderita M= meninggal
Sumber: Puskesmas Pasir Mulya, Bogor

Jumlah penderita demam berdarah di sekitar pesantren mengalami fluktuasi
dari tahun 2007 sampai 2011. Jumlah kasus tertinggi terjadi sepanjang tahun 2009
yaitu 154 kejadian. Menurut Fitriyani (2007) wilayah Jawa-Bali memiliki
kabupaten/kodya yang termasuk kategori rawan dan sangat rawan paling tinggi
diantara seluruh wilayah yang ada di Indonesia. Daerah-daerah yang termasuk
kategori rawan dan sangat rawan pada umumnya terletak di kota-kota besar dan

ibukota provinsi.

284



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

Penyebaran dan jenis jentik nyamuk di Pondok Pesantren

Hasil pemeriksaan laboratorium (Tabel 2) menunjukkan terdapat berbagai
jenis jentik nyamuk di Pondok Pesantren Darussalam yaitu Aedes albopictus,
Aedes aegypt maupun Cullex sp. Jenis jentik nyamuk yang terbanyak tersebar
ditemukan yaitu jenis jentik nyamuk Culex sp yang tersebar hampir disemua

lokasi pengambilan sampel.

Tabel 2. Hasil identifikasi nyamuk di Pondok Pesantren Darussalam

No Lokasi Jumlah (Ekor) Keterangan Spesies
Larva Pupa Dewasa

1 Kamar mandi Nabawi 10 6 4 Aedes aegypti

2 Kamar mandi guru 4 - - Culexsp

3 Pohon tumbang 2 - 2 Aedesalbopictus

4  Disamping gerbang 10 2 1  Culexsp

5 Rawa-rawa 3 2 1 Culexsp

6 Comberan 4 1 - Culexsp

7 Ember bekas asahan 6 2 2 Aedesalbopictus

Total 33 11 8

Tabel 3. Hasil identifikasi nyamuk di Pondok Pesantren Dawatul Quran Al Rozie

No Lokasi Jumlah (Ekor) Keterangan Spesies
Larva Pupa Dewasa

1 Kamar mandi guru 6 2 - Aedes aegypti

2 Kamar mandi siswa 6 1 - Aedes aegypti

3 Kamar mandi pesantren 10 2 Aedes aegypti

4 Kamar mandi penduduk 1 1 - Aedes aegypti
sekitar pesantren -1

5 Kamar mandi penduduk 1 1 Aedes aegypti
sekitar pesantren -1

6 Dispenser pesantren - - 2 Aedes aegypti

7 Ember di depan pesantren 8 2 1  Aedesalbopictus

Total 38 11 5

Berbeda dengan hasil analisis jentik nyamuk di Pesantren Darussalam, jenis
jentik nyamuk yang banyak terdapat di sekitar pesantren Dawatul Quran Al rozie
adalah jenis Aedes aegypti. Nyamuk jenis ini adalah vektor penyakit demam
berdarah. Hasil pengamatan pada Tabel 2 dan Tabel 3 menyadarkan para siswa

akan adanya bahaya yang selalu mengancam kesehatan diri mereka, sehingga para
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siswa dengan semangat menyatakan akan berusaha membuat lingkungan mereka
menjadi lebih bersih, salah satunya dengan berperan aktif dalam kegiatan Geulis

Plus.

Karakteristik Siswa
Usia, Jenis Kelamin dan Asal Daerah

Usia siswa peserta pelatinan Geulis berkisar antara 11-18 tahun yang
termasuk ke dalam kategori remaja (Arisman, 2004). Sebagian besar siswa berasal
dari daerah Kabupaten dan Kota Bogor seperti dari Kecamatan Ciomas,
Leuwiliang, Ciampea, Cibinong dan Kecamatan Bogor Barat. Siswa yang berasal
dari luar Bogor berasal dari Kota Serang, Sukabumi dan Cianjur. Data sebaran

jenis kelamin dan asal daerah disajikan pada Gambar 1 berikut.

80 69 . 100 931 86.2 89.7
) 55.2 o, 80
60 448
37.9 60
40 31
40
20 . 20 6.9 138 10.3
0 0
PonpesDQ  Ponpes Total PonpesDQ  Ponpes Total
AL Rozie Darussalam AL Rozie Darussalam
= Laki-laki  sPerempuan EBogor M LuarBogor

Gambar 1. Sebaran jenis kelamin dan asal daerah siswa.

Berdasarkan data pada Gambar 1 dapat diketahui bahwa siswa laki- laki
lebih banyak dibandingkan siswa perempuan yaitu sebanyak 62,1% siswa laki-
laki dan 37,9% siswa perempuan. Siswa yang berasal dari daerah Bogor sebesar
89,7% dan dari luar Bogor hanya 10,3%.

Status Gizi

Status gizi merupakan keadaan kesehatan tubuh seseorang atau sekelompok
orang yang diakibatkan oleh konsumsi, penyerapan, dan penggunaan zat gizi
makanan (Riyadi, 2003). Dalam penelitian ini status gizi siswa diukur berdasarkan

IMT/U. Sebaran status gizi siswa dapat dilihat pada Gambar 2 berikut.
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Gambar 2. Sebaran status gizi siswa.

Dari Gambar 2 terihat bahwa dikedua pondok pesantren terdapat masalah
gizi ganda yaitu masih adanya siswa dengan status gizi kurang (kurus) sebanyak
25,9%, dan disisi lain ada masalah status gizi lebih (3,4%). Prevalensi status gizi
kurus dipesantren (25,9%) jauh lebih tinggi dari rata-rata prevalensi kekurusan
untuk umur 6-18 tahun pada level nasional (10,4%). Dengan demikian masalah
gizi dipesantren perlu mendapat penanganan lebih serius.

Pengetahuan, Sikap dan Prilaku Siswa Terkait Kesehatan Lingkungan, Gizi
dan Keamanan Pangan

Pengetahuan Kesehatan Lingkungan, Gizi dan keamanan pangan
Pengetahuan siswa tentang jentik dan perkembangbiakannya serta jenis
penyakit yang diakibatkannya diharapkan dapat membentuk sikap dan prilaku
siswa dalam pengendalian lingkungan sehat. Terjadi peningkatan signifikan
(p<0,1) rata-rata sekor pengetahuan siswa tentang jentik nyamuk dari 78 sebelum

penyuluhan menjadi 83 sesudah penyuluhan (Gambar 3).

85
80

75
M Pre

70 M Post

65

60
Ponpes DQ Al Rozie Ponpes Darussalam Total

Gambar 3. Nilai rata-rata pengetahuan siswa tentang jentik, perkembangbiakannya dan
jenis penyakit yang diakibatkannya.
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Bila pengetahuan siswa tentang jentik dan perkembangbiakannya serta jenis
penyakit akibat jentik dikelompokkan menjadi kategori kurang, sedang dan baik,
maka terlihat dari Gambar 4, proporsi siswa yang memiliki tingkat pengetahuan
baik mengalami peningkatan dari 58,7% sebelum penyuluhan menjadi 85,2%
sesudah penyuluhan (Gambar 4). Jumlah peningkatan tertinggi ada di pesantren
DQ Al Rozie sebesar 30%

PesantREen_DQ AL Pesantren Total
ozie Darussalam 90.0 85.2
100.0 g2g || 1000 7688.0
80.0 80.0 :
60.0 60.0
40.0 40.0
200 95 ' 20.0
0o WP 0.0
o %'&%&\% %@@Q Q)Q', %9@@0 %&%&»‘70 %Q'&
B Pre ®Post H Pre M Post H Pre MPost

Gambar 4. Sebaran siswa berdasarkan jenis kategori pengetahuan tentang jentik dan
perkembangbiakannya serta jenis penyakit akibat jentik pada sebelum dan
setelah pelatihan.

Pengetahuan Gizi dan keamanan pangan

Tingkat pengetahuan gizi dan keamanan pangan seseorang berpengaruh
terhadap sikap dan perilaku dalam pemilihan makanan yang pada akhirnya akan
berpengaruh pada keadaan gizi dan kesehatan individu yang bersangkutan.
Semakin tinggi tingkat pengetahuan gizi seseorang diharapkan semakin baik pula
keadaan gizi dan kesehatannya (Sukandar, 2009). Berdasarkan data Badan POM
(2010) menunjukkan bahwa 44 persen pangan jajanan di Indonesia terkategori
tidak memenuh syarat keamanan pangan yang disebabkan oleh penggunaan bahan
tambahan pangan yang berlebihan, panggunaan bahan tambahan non pangan
seperti formalin, boraks, zat pewarna rhodamin b, dan metanil yellow, serta
adanya cemaran mikroba. Menurut Kanazawa (2010), banyaknya pangan jajanan

yang tidak aman dapat berakibat pada rendahnya kualitas tumbuh kembang anak
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yang dicerminkan oleh terhambatnya perkembangan kognitif. Gambaran

pengetahuan siswa dapat dilihat pada Gambar 5.

70.0

65.0
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B Post

60.0

55.0

50.0

Ponpes DQ AL Rozie Ponpes Darussalam Total

Gambar 5. Nilai rata-rata pengetahuan gizi dan keamanan pangan.
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Gambar 6. Sebaran siswa berdasarkan jenis kategori pengetahuan gizi dan keamanan
pangan.

Berdasarkan Gambar 5 dapat diketahui bahwa nilai rata-rata pengetahuan
siswa masih sangat rendah yaitu 56,4 dan hanya sebagian kecil (27,3%) siswa
masuk dalam kategoribaik (Gambar 6). Namun pengetahuan siswa meningkat
signifikan (p<0,05) setelah penyuluhan menjadi 65,2, serta proporsi sebagian

besar siswa meningkat dalam kategori baik menjadi 51,9%.

Sikap terhadap Kesehatan lingkungan, Gizi dan Keamanan pangan
Sikap merupakan respon evaluatif yang artinya sikap didasari oleh proses

evaluasi dalam diri individu dengan memberikan kesimpulan dalam bentuk baik
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atau buruk, positif atau negatif, menyenangkan atau tidak menyenangkan serta
suka atau tidak suka (Azwar, 1988). Menurut Aaker et al. (2000) sikap memiliki 3

komponen yaitu komponen kognitif yang menggambarkan pengetahuan dan

keyakinan seseorang terhadap suatu objek; komponen afektif yang menyangkut

perasaan/emosional seseorang terhadap suatu objek biasanya diekspresikan dalam

bentuk suka atau tidak suka; serta komponen kecenderungan bertindak yang

merujuk ke suatu maksud atau tindakan dalam suatu cara tertentu terhadap suatu

objek. Sikap siswa sebelum dan sesudah pelatihan terhadap beberapa komponen

terkait keamanan makanan dan kesehatan lingkungan disajikan pada Gambar 7

dan Gambar 8.

AlRozie
100.
120.0 0 120
100.0 82.8 100
80.0 80
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8

Kurang Baik
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Gambar 7. Sebaran siswa berdasarkan kategori sikap terhadap kesehatan lingkungan.

Tabel 4. Sebaran siswa berdasarkan sikap tidak setuju terhadap beberapa
komponen terkait kebersihan lingkungan

No Sikap Pesantren DQ AL Rozie Pesantren Darussalam
Pre Post Perubahan Pre Post Perubahan
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 Sikap terhadap kamar mandiyang 86 100 14 100 100 0
jarang dikuras
2  Sikap terhadap jentik nyamuk 76 100 24 80 100 20
yang dibiarkan berada dalam bak
mandi
3 Sikap terhadap teman yang sering 34 97 63 24 84 60
menggantung baju kotor di kamar
4  Sikap terhadap teman yang sering 76 100 24 80 100 20
membuang sampah sembarangan
5 Sikap terhadap sampah yang 79 97 18 84 9 12

dibiarkan menumpuk
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Data pada Gambar 7 menunjukkan bahwa sebagian besar siswa memiliki
sikap yang baik terhadap kesehatan lingkungan. Jumlah siswa yang memiliki
sikap kurang baik terhadap kesehatan lingkungan menurun dari adanya 13%
menjadi 0%, atau artinya siswa semuanya telah mempunyai sikap yang baik

mengenai pengendalian lingkungan sehat setelah pelatihan.

Perubahan sikap siswa sebelum dan setalah pelatihan yang paling tinggi
(60%) adalah sikap terhadap teman yang sering menggantung baju kotor di kamar.
Hanya 34% siswa di Pesantren Dawatul Quran AlRozie sebelum pelatihan
menunjukkan sikap tidak setuju terhadap kebiasaan kurang baik tersebut, namun
setelah siswa mengetahui akibat yang ditimbulkan dari kebiasaan itu maka hampir
semua siswa (97%) menjadi tidak setuju terhadap sikap tersebut. Begitu juga
siswa di Pesantren Darussalam. Hal ini diduga karena dalam materi pelatihan
dijelaskan bahwa kebiasaan tersebut dapat menyebabkan hewan pembawa
penyakit seperti nyamuk bersarang di tempat kotor tersebut.Sikap siswa terhadap

gizi dan keamanan pangan disajikan pada Gambar 8.

AlRozie Darussalam Total
120.0 96.6 120 100 120 98.1
100.0 100 100
80.0 80 80
60.0 552 448 60 - 60 >
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baik baik baik
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Gambar 8. Perubahan sikap siswa terhadap beberapa komponen terkait gizi dan
keamanan pangan.

Dari Gambar 8 terlihat bahwa sikap gizi dan keamanan pangan siswa masih
banyak yang tergolong kurang (60%) sebelum pelatihan, namun meningkat
signifikan (p<0,05) menjadi 99% setelah pelatinan. Sikap yang banyak
perubahannya adalah terkait sikap ketidak setujuan siswa bila ada temannya
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sering membeli jajanan tinggi penyedap dan seringnya membeli minuman manis

dengan adanya kandungan pemanis buatan (Tabel 5).

Sikap lain yang cukup tinggi perubahannya adalah sikap ketidak setujuan
mereka terhadap teman yang sering jajan bakso, apalagi bila banyak
menggunakan saos dalam mengkonsumsinya. Perubahan sikap siswa di kedua

pesantrem signifikan (p<0,05) antara sebelum dan sesudah pelatihan.

Tabel 5. Sebaran siswa berdasarkan sikap tidak setuju terhadap beberapa
komponen terkait gizi dan keamanan pangan

Pesantren_DQ Pesantren Darussalam
Sikap AL Rozie

Pre Post Perubahan Pre Post Perubahan

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sikap terhadap teman yang sering 31 93 62 28 96 68
membeli ciki
Sikap terhadap teman yang sering 24 97 73 20 68 48
membeli minuman manis dalam
gelas plastik
Sikap terhadap teman yang sering 41 97 56 12 52 40
membeli bakso
Sikap terhadap teman yang tidak 72 100 28 88 96 8
suka makan buah dan sayur
Sikap terhadap teman yang tidak 69 97 28 84 92 8

suka sarapan pagi

Perilaku Sehat, Gizi dan Keamanan pangan

Menurut Goldsmith (1996) perilaku merupakan sesuatu yang benar-benar
dilakukan oleh seseorang. Adapun perilaku muncul sebagai hasil interaksi antara
individu dengan lingkungannya. Dengan demikian, perilaku juga dapat dikatakan
sebagai reaksi yang terjadi karena adanya stimulus atau interaksi antara individu
dengan lingkungannya dan benar-benar dilakukan seseorang dalam bentuk
tindakan. Sebaran siswa berdasarkan perilaku sehat pada kedua pesantren

disajikan pada Gambar 9.
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Gambar 9. Sebaran siswa bedasarkan perilaku sehat.

Gambar 9 menunjukkan bahwa prilaku hidup sehat dari 50% siswa masih
tergolong kurang baik, namun setelah pelatihan terjadi penurunan proporsi
tersebut menjadi hanya 3,7%, atau terjadi peningkatan proporsi siswa dengan
prilaku baik yaitu menjadi 96,3%. Menurut Isa (1996) bahwa terjadinya
perubahan prilaku bisa disebabkan karena adanya peningkatan pengetahuan yang
mendorong terjadinya peningkatan kemampuan seseorang untuk menilai dan

menanggapi suatu objek tertentu dalam bentuk sikap dan prilaku.

Seiring dengan terjadinya perubahan prilaku hidup sehat, maka terjadi pula
perbaikan dalam prilaku hidup terkait gizi dan keamanan pangan (Gambar 10).
Proporsi siswa yang memiliki perilaku gizi dan keamanan pangan yang baik di
Pesantren DQ Al Rozie sebesar 51,7% pada awal pelatihan dan meningkat
menjadi 96,5% setelah pelatihan. Begitu juga dengan jumlah siswa yang memiliki
perilaku gizi dan keamanan pangan yang baik di pesantren Darussalam
mengalami peningkatan sebesar 44% setelah pelatihan atau meningkat 2 kali lipat

dibanding sebelum pelatihan.

Perilaku merupakan hasil interaksi dari tingkat pengetahuan dan sikap
terhadap sesuatu hal. Menurut Sanjur (1982) tingkat pengetahuan dapat
membentuk perilaku secara langsung dan dapat juga mempengaruhi perilaku
melalui sikap. Menurut Green (1990) bahwa perilaku seseorang terhadap makanan
yang aman dipengaruhi oleh presdisposisi perorangan (kebiasaan, nilai,

pengetahun, sikap sehubungan dengan makanan tersebut), namu demikian ada

293



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

faktor lain yang juga kuat pengaruhnya terhadap prilaku pemilihan makanan
seperti dukungan pemerintah maupun swasta terhadap keberadaan makanan yang

aman, serta faktor penguat seperti ajakan teman atau guru untuk memilih makanan

yang aman.
AlRozie Darussalam Total
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Gambar 10. Sebaran siswa berdasarkan perilaku gizi dan keamanan pangan.

KESIMPULAN

Menurunnya jumlah dan penyebaran jentik nyamuk di sekitar pesantren
menurunkan risiko penyakit yang diakibatkan oleh nyamuk sebagai vektornya.
Perbaikan Pengetahuan, sikap dan prilaku siswa terkait kesehatan lingkungan
menjadi salah satu penguat menurunnnya risiko kejadian penyakit. Perbaikan
pengetahuan dan sikap siswa terkait gizi dan keamanan telah berdampak pada
perbaikan prilaku dalam pemilihan dan konsumsi pangan jajanan yang aman, dari

dari hanya 48% siswa yang berprilaku baik menjadi 92,6%.
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PENGARUH PEMBERIAN FITOESTROGEN PADA MASA
KEBUNTINGAN DAN LAKTASI TERHADAP KINERJA
REPRODUKSI ANAK
(The Effect of Prenatal and Lactation Exposure to the Phytoestrogen to Pups
Reproduction Performance )

Nastiti Kusumorini, Aryani Sismin S
Dep. Anatomi, Fisiologi dan Farmakologi, Fakultas Kedokteran Hewan, IPB.

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian fitoestrogen pada masa
kebuntingan dan laktasi terhadap kinerja reproduksi anak. Penelitian ini menggunakan
ekstraktempe sebagai sumber fitoestrogen. Empat puluh ekor 60 tikus (Rattus norvegicus)
bunting dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan yaitu K (tidak diberi fitoestrogen, sebagai
kontrol), AW (diberi ekstraktempe dengan dosis 1 mg/kg BB pada hari ke 2-11
kebuntingan), AK (diberi ekstraktempe dengan dosis 1 mg/ hari /kg BB pada pada hari ke
12 kebuntingan sampai me lahirkan dan LAK ( diberi ekstraktempe dengan dosis 1 mg/ kg
BB pada hari ke 2-12 masa laktasi). Setelah mendapatkan perlakuan, hewan tersebut
dibiarkan melahirkan secara alami dan dilakukan pengamatan berupa lama kebuntingan
dan tingkat produksi anak serta bobot lahir. Pengamatan tampilan reproduksi pada anak
tikus jantan dan betina dilakukan terhadap 5 ekor hewan pada usia 15, 21, 28,42, 56, dan
72 hari. Hasil penelitian ini menunjukan bahwa pemberian fitoestrogen mempengaruhi
bobot badananak pada usia 15 hari serta kinerja reproduksianak jantan hinggausia 42 hari
maupun anakbetina hingga usia 72 hari. Kata

Kata kunci: Phytosetrogen, testis, testosteron, ovarium, uterus, progesteron.

ABCTRACT

This research was conducted to study the administration of phytoestrogen on rat during
pregnancy and lactation to pups reproduction performance. The research used extract
tempe as phytoestrogen resource. Forty pregnant rats (Rattus norvegicus) were divided
into 4 groups. They were control , 1 mg/kg BW extract tempeat 2-11 days of pregnancy,
1 mg/kg BW extract tempeat 12 days of pregnancy till birth, and 1 mg/kg BW extract
tempeat 2-12 days of lactation. Pups were delivered naturally. They were being observed
for days of pregnancy, litter size, and birth body weight. . The observation of body weight
and reproductive performance on male and female pups were done at 15,21,28, 42, 56
and 72 days old of 5 pups for each. In general, the result showed that administration of
phytoestrogen influenced body weight of 15 days old pups, reproduction performance of
male until 56 days old and female pups until72 days old.

Keywords: Phytosetrogen, testis, testosterone, ovarium, uterus.

PENDAHULUAN

Pada saat kebuntingan, sistem peredaran darah induk dan anak merupakan
satu kesatuan sistem sirkulasi. Kesatuan sistem sirkulasi ini menyebabkan

hadirnya hormon-hormon pada sirkulasi darah induk juga akan masuk kedalam

296



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

sirkulasi anak pada saat kebuntingan. Terpaparnya fetus secara berlebihan oleh
hormon reproduksi yang ada pada induk diyakini dapat mempengaruhi fungsi
reproduksi maupun tingkah laku individu tersebut setelah menjadi dewasa
Kusumorini et al. (2000).

Fitoestrogen merupakan suatu substrat yang berasal dari tumbuh-tumbuhan
yang secara struktur dan fungsi mirip dengan Estradiol (E2). Fitoestrogen dapat
ditemukan pada kedelai dan produk-produk kedelai sehingga dipercaya dapat
menggantikan fungsi estrogen dalam tubuh (You, 2004). Sejauh ini, konsumsi
makanan yang kaya akan fitoestrogen telah dipercaya dapat menurunkan kejadian
kanker prostat dan payudara, terutama untuk orang-orang Asia Tenggara yang

menu makanannya kaya akan kedelai dan produk dari kedelai ( Dai et al. 2003).

Isofllvon utama yang bersifat fitoestrogen dan terdapat dalam kedelai
berada dalam dua bentuk yaitu daidzin dan genistin (bentuk glikosida) serta
daidzein dan genestein (bentuk aglikon) (Astuti 1999). Genistin inilah yang lebih
bersifat agonis pada reseptor estrogen baik yang tipe oo maupun B (Mueller et al.
2004).

Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mengungkapkan khasiat genistin
dalam usaha mencegah timbulnya kanker, menurunkan kejadian osteoporosis
serta meminimalkan penyakit kardiovaskuler (Albertazzi 2002 , Bhathena et al.
2002, Lamartiniere et al. 2002). Namun demikian belum banyak informasi
mengenai pemaparan genistin pada tahapan masa kritis perkembangan individu.
Ada sedikit kekhawatiran bahwa differensiasi organ reproduksi sangat sensitif
terhadap hadirnya bahan kimia aktif yang menyerupai kerja hormon (Tuohy,
2003). Kekhawatiran ini didasari oleh adanya pengaruh yang merugikan pada

individu yang diberi zat estrogenik seperti diethylbestrol (DES).

Walaupun sudah banyak penelitian yang menunjukkan pengaruh
fitoestrogen terhadap fungsi reproduksi hewan, namun masih sedikit informasi
yang berkaitan dengan pengaruh fitoestrogen yang diberikan pada saat
kebuntingan dan menyusui terhadap perkembangan traktus reproduksi dari fetus

yang dikandung serta kinerja reproduksi anak tersebut setelah dewasa.
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METODE PENELITIAN

Hewan Coba

Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Fisiologi, Departemen Anatomi,
Fisiologi dan Farmakologi, Fakultas Kedokteran Hewan IPB. Hewan coba yang
akan digunakan dalam penelitian ini adalah tikus bunting dari species Rattus
norvegicus, galur Sprague-Dawley paritas ke 2 (dua) dan berumur +16 minggu
dan tikus jantan berumur 16 minggu untuk mengawini betina. Selama penelitian,
tikus percobaan dipelihara di Fasilitas Hewan Coba FKH IPB dan dikandangkan
secara individu dalam kandang yang terbuat dari plastik berukuran 30x2x12 cm
yang dilengkapi dengan kawat kasa penutup pada bagian atasnya. Pencahayaan
dilakukan selama 12 jam (06.00-18.00) dan pakan serta air minum diberikan

ad libitum.

Guna mendapatkan tikus bunting, perkawinan dilakukan secara alamiah
dengan mencampurkan pejantan dan betina di dalam satu kandang. Perkawinan
ditandai dengan adanya sperma dalam ulasan vagina dan ini merupakan hari
pertama kebuntingan (H1). Tikus betina yang telah bunting ini yang digunakan

pada penelitian dan dikandangkan secara individu.

Fitoestrogen dan Dosis Pemberian

Fitoestrogen yang digunakan dalam penelitian merupakan isoflavon yang
bersumber dari ekstrak tempe. Penggunaan bahan tersebut sebagai sumber
fitoestrogen karena memiliki kadar isoflavon yang cukup tinggi. Jumlah ekstrak
tempe yang diberikan pada hewan coba adalah 1 mg/hari yang dilarutkan dalam
1 ml air. Bila dikonversikan pada kadar isoflavon yang terkandung, maka jumlah
isoflavon yang diterima oleh hewan coba adalah 0,8755mg/hari. Pemberian
ekstrak tempe dilakukan dengan force feeding (pencekokan) yang dilaksanakan
pada pagi hari.

Pelaksanaan Penelitian

Sebanyak 60 ekor tikus betina bunting dibagi ke dalam 4 kelompok
percobaan vyaitu: 1) K: Kelompok yang tidak diberi fitoestrogen selama
kebuntingan dan menyusui, 2) AW: Kelompok yang diberi ekstrak tempe pada
hari ke 2-11 kebuntingan, 3) AK: Kelompok yang diberi ekstrak tempe pada hari
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ke 12 sampai waktu melahirkan, dan 4) LAK: Kelompok yang mendapatkan

ekstrak tempe pada harike 2-12 masa laktasi.

Setelah mendapatkan perlakuan, kelompok-kelompok hewan tersebut
dibiarkan melahirkan secara alami dan dilakukan pengamatan produksi anak dari
masing-masing induk berupa lama kebuntingan, jumlah anak sekelahiran dan
bobot lahir. Pada usia 15dan 28 hari, bobot anak diambil , sedangkan jarak celah
anogenital diambil pada saat hewan berusia 15 dan21 hari. Setelah hewan lepas sapih
(usia 28 hari), anak-anak tersebut dikelompokkan berdasarkan jenis kelamin dan

kelompok perlakuan.

Pada saat usia hewan mencapai 28, 42, 56, dan 72 hari, lima (5) ekor hewan
dari masing-masing kelompok perlakuan dan jenis kelamin dikorbankan untuk
diambil data tampilan reproduksi yang mencakup bobot testis, konsentrasi
sperma, kadar testosteron untuk hewan jantan serta bobot ovarium, bobot uterus
dan kadar progesteron untuk hewan betina. Penetapan kadar hormone dilakukan

dengan menggunakan metoda RIA

Analisa Statistik

Parameter yang diukur akan dinyatakan dengan rataan + simpangan baku.
Perbedaan antar kelompok perlakuan akan diuji secara statistika dengan analisa sidik
ragam (ANOVA) dengan pola rancangan acak lengkap. Jika perlakuan berpengaruh

nyata dan sangat nyata dilanjutkan dengan uji selisih beda terkecil.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tingkat Produksi Anak
Tingkat produksi anak yang diamati meliputi lama kebuntingan, jumlah
anak sekelahiran, rataan bobot lahir anak, bobot anak usia 15 dan 28 hari. Hasil

pengamatan disajikan pada Tabel 1.

Hasil penelitian memperlihatkan bahwa pemberian fitoestrogen saat
kebuntingan tidak mempengaruhi lama kebuntingan dan jumlah anak sekelahiran.
Hal ini menunjukkan bahwa pemberian fitoestrogen pada dosis yang digunakan

tidak akan mengganggu proses kebuntingan. Walaupun jumlah anak yang
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dilahirkan tidak berbeda nyata, namun demikian ada perbedaan nyata pada bobot
lahir anak. Bobot lahir anak kelompok pemberian ekstrak tempe pada awal
kebuntingan menunjukkan nilai yang lebih kecil bila dibandingkan dengan
kelompok lain. Hasil ini dapat menunjukkan bahwa pemberian fitoestrogen pada
awal kebuntingan dapat mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan fetus.
Hal ini sesuai dengan apa yang diungkapkan oleh Sachie et al. (2006) yang
menyatakan bahwa intervensi fitoestrogen dilakukan pada saat embriogenesis,
dapat mengganggu pertumbuhan dan perkembangan fetus setelah dilahirkan.
Selain itu, penelitian ini juga menunjukan bahwa fitoestrogen dapat hadir pada
tubuh fetus secara trans-uterin. Hasil ini sejalan dengan apa yang dilakukan oleh
Todaka (2005) dan melaporkan bahwa fitoestrogen dapat ditransfer dari induk ke
fetus.

Tabel 1. Rataan £ SD lama kebuntingan, jumlah anak sekelahiran, rataan bobot
lahir anak, dan rataan bobot badan anak usia 15 dan 28 hari pada setiap
kelompok perlakuan.

Kelompok Perlakuan

Parameter

K AW AK LAK
Lama kebuntingan (hari) 22,67+058 22,33+0,33  22,00+0,00 22,00+0,00
Jumlah anak sekelahiran 7,33+0,58 7,67+2,08 7,33+£2,08 7,33+0,58
(ekor)
Bobot lahir anak (gram) 6,22+0,09°  4,70+0,36°  7,0240,25° 5,67+0,59*
Bobot anakusia 15 hari 16,77+0,22*° 13,80+2,52° 15,23+1,66° 19,42+1,84°
(gram)
Bobot anakusia 28 hari 29,98+2,57 29,57+13,13 30,45+3,12 25,79+7 47
(gram)
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata

Sejalan dengan adanya perbedaan yang nyata pada rataan bobot badan pada
saat lahir, terdapat pula perbedaan yang nyata pada rataan bobot badan pada saat
anak-anak tersebut berusia 15 hari. Bila dicermati lebih lanjut, kelompok
pemberian fitoestrogen pada saat laktasi menunjukkan bobot badan yang lebih
tinggi dibandingkan kelompok perlakuan yang lain. Peningkatan bobot badan usia
15 hari pada kelompok yang diberi fitoestrogen diduga karena adanya

peningkatan produksi air susu induk akibat hadirnya fitoestrogen. Seperti
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diketahui, fungsi fitoestrogen menyerupai estrogen. Tingginya kadar estrogen
pada saat laktasi akan menstimulasi pembentukan air susu, sehingga produksi air
susu akan meningkat dan pertumbuhan anak-anaknya pun akan lebih cepat

dibandingkan kelompok lain.

Berbeda dengan rataan bobot badan anak usia 15 hari, bobot badan anak
28 hari tidak memberikan beda nyata pada semua kelompok. Hal ini dapat
dimengerti karena sumber makanan anak tikus saat usia mencapai 28 hari tidak
sepenuhnya berasal dari air susu induk. Sejak usia 21 hari, tikus sudah mampu
untuk memakan makanan yang disediakan dan mengurangi konsumsi susu

induknya.

Pengaruh Pemberian Fitoestrogen pada Anak Jantan

Masuknya estrogen-like pada individu jantan saat kebuntingan maupun saat
laktasi, diduga dapat mempengaruhi organogenesis alat reproduksi yang akan
berdampak pada kinerja reproduksi setelah hewan tersebut menjadi dewasa. Hasil

pengamatan terhadap individu jantan diuraikan di bawabh ini.

Jarak celah anogenital

Salah satu parameter yang diambil untuk melihat pengaruh pemaparan
fitoestrogen pada saat kebuntingan dan menyusui adalah jarak celah anogenital.
Hasil pengamatan jarak celah anogenital usia 15 dan 21 hari ditunjukkan pada
Tabel 2.

Tabel 2. Rataan £ SD jarak celah anogenital (mm) hewan jantan pada usia 15 dan
21 hari pada setiap kelompok perlakuan

Kelompok Perlakuan

Usia (hari)

K AW AK LAK
15 10,33+0,15 10,43+1,55 9,47+0,58 9,07+0,47
21 14,402 45 13,17+3,33 11,53+2,34 12,03+4,31
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata

Jarak celah anogenital adalah jarak yang diukur antara anus dan alat genital.
Jarak celah anogenital inilah yang dijadikan patokan untuk membedakan jenis

kelamin anak tikus pada saat lahir sampai usia 21 hari. Anak tikus jantan memiliki
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jarak celah anogenital yang lebih panjang bila dibandingkan dengan anak betina.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh pemberian fitoestrogen
terhadap jarak celah anogenital baik pada usia 15 hari maupun usia 21 hari. Hasil
ini sesuai dengan apa yang telah diungkapkan oleh Tousen et al. (2006). Namun
demikian, pada usia 21 hari, terlihat jarak celah anogenital kelompok hewan yang
mendapat paparan fitoestrogen terlihat lebih pendek bila dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Bila benar fitoestrogen dapat masuk ke dalam tubuh anak
secara trans-uterin maupun melalui air susu, maka ada kemungkinan mengalirnya
sejumlah estrogen like pada tubuh anak jantan. Hal inilah yang diduga

memperpendek jarak celah anogenital.

Bobot Testis

Testis adalah organ reproduksi jantan yang bertanggung jawab terhadap
produksi sperma dan hormone reproduksi testosteron. Oleh karena itu, salah satu
ukuran untuk melihat kemampuan reproduksi hewan jantan adalah testis. Pada
penelitian ini, akan dilihat pengaruh fitoestrogen pada bobot testis hewan jantan
usian 28, 42, 56 dan 72 hari. Hasil penelitian pada bobot testis anak jantan

ditampilkan pada Tabel 3.

Tabel 3. Rataan + SD bobot testis (gram) anak jantan usia 28, 42, 56 dan 72 hari
pada setiap kelompok perlakuan

Kelompok Perlakuan

Usia (hari) 7 AW AR (AR
28 0,2032+0,0101 0,2128+0,1415 0,1832+0,0153 0,1880+0,1188
42 0,5219+0,0425* 0,3918+0,0514° 0,4173+0,0530° 0,3721+0,0362"
56 2,0294+0,0959° 1,4578+0,3350° 1,2355+0,1784° 1,4050+0,1104°
72 2,3441+0,1629%° 2,4138+0,2601* 2,1495+0,3687" 2,1402+0,1512%
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian fitoestrogen tidak
mempengaruhi bobot testis hewan jantan usia 28 hari. Pada usia 28 hari, tikus
jantan belum memasuki masa pubertas atau dewasa kelamin sehingga aktifitas
kerja dari testosteron terhadap traktus reproduksi jantan khususnya pada organ

testis belum maksimal.
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Bobot testis terlihat dipengaruhi oleh pemberian fitoestrogen pada usia
42 hari (p<0,05) dan usia 56 hari, (p<0,01). Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa kelompok yang terpapar fitoestrogen memiliki bobot testis yang lebih kecil
bila dibandingkan dengan kelompok kontrol. Pada usia ini, tikus jantan mulai
memasuki usia pubertas sehingga aktifitas kinerja reproduksi akan meningkat
sejalan dengan pertambahan usia dan akan mencapai puncaknya setelah dewasa
kelamin tercapai. Pemberian fitoestrogen pada saat perkembangan fetus diduga

dapat menekan kinerja reproduksi saat hewan mencapai usia pubertas.

Berbeda dengan usia 56 hari, pada usia 72 hari pemberian fitoestrogen tidak
mempengaruhi bobot testis. Pada usia ini, tikus sudah mencapai dewasa kelamin
penuh. Sehingga sudah tidak terjadi lagi pertumbuhan dan perkembangan organ

reproduksinya.
Kadar Testosteron Darah

Testosteron adalah hormon yang bertanggungjawab terhadap Kkinerja
reproduksi. Rendahnya kadar testosteron diduga berkorelasi dengan rendahnya
jumlah sperma dan pada akhirnya akan berpengaruh pada rendahnya kemampuan
reproduksi. Pada penelitian ini, akan dilihat pengaruh fitoestrogen terhadap kadar
testosterone darah hewan usia 28, 42, 56 dan 72 hari. Hasil penelitian ini

ditampilkan pada Tabel 4.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian fitoestrogen tidak
mempengaruhi kadar testosteron hewan jantan usia 28 hari. Pada usia 28 hari,
tikus jantan belum memasuki masa pubertas atau dewasa kelamin sehingga
aktifitas kerja dari testosteron terhadap traktus reproduksi jantan khususnya pada
organ testis belum maksimal. Testosteron memegang peranan yang sangat penting
dalam proses reproduksi jantan terutama untuk spermatogenesis. Sebaliknya, pada
usia 42 hari, kadar testosteron darah sudah mulai dipengaruhi oleh pemberian
fitoestrogen saat kebuntingan ataupun masa laktasi (p<0,01)). Kelompok kontrol
terlihat memberikan nilai testosteron yang lebih tinggi bila dibandingkan dengan
kelompok perlakuan fitoestrogen. Sedangkan pada usia 56 dan 72 hari,
fitoestrogen tidak mempengaruhi kadar testosteron darah tikus jantan pada semua
kelompok. Pada usia ini, hewan sudah mencapai dewasa kelamin sehingga Kinerja
reproduksi hewan jantan sudah optimal.
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Tabel 4. Rataan + SD kadar testosteron darah (ng/ml) anak jantan usia 28, 42, 56
dan 72 hari pada setiap kelompok perlakuan

Kelompok Perlakuan

Usia (hari)

K AW AK LAK
28 2,764+£1,779 2474+ 1,258 2,543+£1,095 2,561+2,554
42 3,104+1,357° 0,813+ 0,285" 1,023+0,565° 1,186+0,944"
56 20,173+4,214% 16,958+3,214°  19,052+1,226"  16,994+3,627°
12 19,000+2,143%  14,788+3,677% 14,208+2,852* 16,397+0,627%
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata

Keberadaan Sperma

Sperma adalah hasil akhir dari kemampuan reproduksi. Keberadaan sperma
sangat dipengaruhi oleh fungsi faal dari organ reproduksi dan hormon reproduksi.
Rendahnya konsentrasi sperma berkorelasi dengan kemampuan reproduksi hewan
jantan. Pada penelitian ini, akan dilihat pengaruh fitoestrogen terhadap keberadaan
sperma hewan jantan usian 28, 42, 56 dan 72 hari. Hasil penelitian keberadaan

sperma anak jantan ditampilkan pada Tabel 5.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa sperma baru mulai dapat dilihat pada
saat hewan berusia 56 hari. Namun demikian tidak semua kelompok
menghasilkan sperma pada usia tersebut. Pada usia 72 hari, konsentrasi sperma di
pengaruhi oleh pemberian fitoestrogen (p<0,05). Kelompok perlakuan
menunjukkan konsentrasi yang lebih kecil bila dibandingkan dengan kelompok

kontrol.

Tabel 5. Rataan + SD keberadaan sperma pada anak jantan usia 28, 42 dan 56 hari
serta konsentrasi sperma (butir/ml) pada anak jantan 72 hari pada setiap
kelompok perlakuan

Usia (hari) Kelompok Perlakuan
K AW AK LAK
28 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0
42 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
56 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,4 0,4+0,5
72 14,837+1,242°  10,816+6,635*  9,863+5,666  6,060+3,743"
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata

304



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

Pengaruh Pemberian Fitoestrogen pada Anak Betina

Masuknya estrogen-like pada individu betina saat kebuntingan maupun saat
laktasi, diduga dapat berinteraksi positif saat organogenesis alat reproduksi yang
akan berpengaruh pada kinerja reproduksi setelah hewan tersebut dewasa. Hasil
pengamatan terhadap individu betina setelah mendapatkan fitoestrogen pada

diuraikan di bawah ini.

Jarak celah anogenital

Salah satu parameter yang diambil untuk melihat pengaruh pemaparan
fitoestrogen pada saat kebuntingan dan menyusui adalah melihat jarak celah
anogenital. Hasil pengamatan jarak celah anogenital usia 15 dan 21 hari
ditunjukkan pada Tabel 6.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh pemberian
fitoestrogen terhadap jarak celah anogenital baik usia 15 hari maupun 21 hari. Hal
ini sesuai dengan apa yang telah diungkapkan oleh Tousen et al. (2006).
Kehadiran agen estrogenik pada tahap awal perkembangan anak dapat memacu
berbagai reaksi dalam tubuh, yang salah satunya merangsang percepatan
perumbuhan organ reproduksi. Manifestasi yang ditimbulkan dari hal ini adalah
kemungkinan terjadinya perubahan onset pubertas (usia datangnya pubertas).
Hughes et al. (2004) mengatakan bahwa paparan DES pada saat kebuntingan dan
laktasi menyebabkan perubahan onset pubertas dan jarak anogental (anogenital
distance) pada saat lepas sapih. Namun hal ini tidak terjadi pada penelitian ini
mungkin disebabkan kurang kuatnya affinitas fitoestrogen yang digunakan
dibanding dengan DES.

Tabel 6. Rataan + SD jarak celah anogenital (mm) hewan betina pada usia 15 dan
21 hari pada setiap kelompok perlakuan.

Kelompok Perlakuan

Usia (hari) 7 AW AR (AR
15 6,70+ 0,35 6,27+ 1,42 6,87+ 1,29 6,60+ 0,61
21 9,13+ 1,60 9,20+ 1,35 8,70+ 0,40 8,68+ 1,80
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata
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Bobot Ovarium

Ovarium adalah organ reproduksi primer yang mempunyai peran ganda
yaitu sebagai kelenjar eksokrin yang menghasilkan ovum dan sebagai endokrin
yang menghasilkan hormon-hormon reproduksi. Fungsi reproduksi hewan betina
merupakan hasil kerjasama antara hormon gonadotropin dan hormon ovarium.
Oleh sebab itu, salah satu ukuran untuk melihat kemampuan reproduksi hewan
betina adalah ovarium. Pada penelitian ini akan dilihat pengaruh fitoestrogen pada
bobot ovarium hewan betina usia 28, 42, 56 dan 72 hari. Hasil penelitian
ditampilkan pada Tabel7

Pada usia 28 hari, fitoestrogen mempengaruhi bobot ovarium(p<0,01).
Perbedaan terlihat pada pemberian fitoestrogen saat laktasi, yang menunjukkan
bobot ovarium yang lebih kecil bila dibandingkan dengan kelompok perlakuan
lain termasuk kontrol. Sebaliknya, pemberian fitoestrogen pada induk baik pada
saat kebuntingan maupun pada saat laktasi, terbukti mempengaruhi bobot ovarium
pada saat usia 42 hari (p<0,01), 56 hari (p<0,01) dan 72 hari (p<0,05). Bobot
ovarium kelompok perlakuan fitoestrogen terlihat lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Tingginya bobot ovarium diduga karena masuknya
fitoestrogen dari induk ke anak baik melalui plasenta maupun melalui air susu
pada saat perkembangan. Fitoestrogen akan berikatan dengan reseptor estrogen
pada ovarium dan akan mengaktivasi sel dan menginduksi produksi dan
proliferasi sel-sel ovarium sehingga terjadi penambahan jumlah sel dalam

ovarium yang akan meningkatman massa ovarium (Suttner et al. 2005).

Tabel 7. Rataan = SD bobot ovarium (gram) anak betina usia 28, 42, 56 dan
72 hari pada setiap kelompok perlakuan

Usia (hari) Kelompok Perlakuan
K AW AK LAK
28 0,0196+0,0051™ 0,0210+0,0014* 0,0159+0,0022°° 0,0132+0,0019°
42 0,0149+ 0,0050° 0,0367+0,0041%° 0,0349+0,0052% 0,0304+0,0008"
56 0,0617+0,0012“ 0,0907+0,0053° 0,0610+0,0071* 0,0630+0,0095™
72 0,0944+0,0146° 0,1249+0,0150° 0,0907+0,0046" 0,0929+0,0036"
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata
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Bobot Uterus

Uterus sangat berperan penting bagi perkembangan dan diferensiasi embrio,
tempat implantasi dan sebagai penunjang fetus sampai waktu normal kelahiran.
Estrogen menyebabkan meningkatnya vaskularisasi dan aktivitas mitosis uterus
yang lebih besar sehingga mengakibatkan organ bertambah besar. Oleh sebab itu,
salah satu ukuran untuk melihat kemampuan reproduksi hewan betina adalah
uterus. Pada penelitian ini akan dilihat pengaruh fitoestrogen pada bobot uterus
hewan betina usia 28, 42, 56 dan 72 hari. Hasil penelitian pada bobot uterus anak

betina ditampilkan pada Table 8.

Tabel 8. Rataan £ SD bobot uterus (gram) anak betina usia 28, 42, 56 dan 72 hari
pada setiap kelompok perlakuan

Kelompok Perlakuan

Usia (hari) R AW AR [AR
28 0,0339+0,0089 0,0378x0,0097 0,0357£0,0024 0,0284+ 0,0053
42 0,0360+0,0051° 0,0790+0,0124* 0,0657+0,0019° 0,0823+0,0027%
56 0,1897+0,0575° 0,1751+0,0391° 0,2743+0,0544* 0,1921+0,0605"
72 0,3134+0,0453 0,4158+0,0375* 0,3608+0,0280° 0,3001+0,0497°
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata

Pemaparan fitoestrogen pada saat kebuntingan atau masa laktasi tidak
mempengaruhi bobot uterus anak saat berusia 28 hari. Hal ini dapat dimaklumi
karena pada usia tersebut, hewan coba belum mencapai dewasa kelamin. Hadirnya
fitoestrogen pada tubuh anak baik secara transplasental maupun melalui air susu
telah dibuktikan oleh Franke & Custer (1998) tetapi pada penelitian ini pengaruh

masuknya fitoestrogen belum nampak pada usia 28 hari.

Sejalan dengan bobot ovarium, bobot uterus anak betina terlihat berbeda
nyata pada usia 42 hari (p<0,01), 56 hari (p<0,01) dan 72 hari (p<0,05).
Pemaparan fitoestrogen ini terbukti meningkatkan bobot uterus pada kelompok

perlakuan fitoestrogen bila dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Fitoestrogen kedelai, seperti halnya estrogen memiliki aktivitas uterothropic
yang menyebabkan peningkatan masa uterus (Ford et al. 2006). Santell et al.
(1997) membuktikan adanya hubungan ketergantungan dosis (dose-dependent)
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terhadap peningkatan bobot uterus oleh fitoestrogen. Genestein (isoflavon)
bekerja dalam cara yang sama dengan estradiol, yaitu dengan berikatan pada ER
dan kompleks reseptor-ligand untuk meninduksi ekspresi dari gen yang responsif
terhadap estrogen, sehingga terjadi peningkatan massa uterus. Efek ini masih
terlihat dengan pemberian fitoestrogen genestein pada dosis 375 pg/gr diet
(Santell et al. 1997).

Kadar Progesteron

Progesteron adalah hormon steroid yang disekresikan oleh sel-sel teka
interna dan granulosa folikel ovari. Estradiol dan progesteron bekerja pada uterus
dengan jalan merangsang hipertropi sel-sel epitel dan sintesis protein organel.
Oleh sebab itu, salah satu ukuran untuk melihat kemampuan reproduksi hewan
betina adalah kadar progesteron. Pada penelitian ini akan dilihat pengaruh
fitoestrogen pada kadar progesteron hewan betina usia 56 dan 72 hari. Hasil
penelitian pengaruh fitoestrogen pada bobot uterus anak betina ditampilkan pada
Table 9.

Pemberian fitoestrogen pada induk baik pada saat kebuntingan maupun pada saat
laktasi, terbukti mempengaruhi kadar progesteron tikususia 56 hari (p<0,01) dan
72 hari (p<0,01). Kadar progesteron terlihat lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Semua perlakuan fitoestrogen memiliki kadar progesteron

yang lebih besar bila dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Tabel 9. Rataan + SD kadar progesteron darah (ng/ml) anak betina usia 56 dan
72 hari pada setiap kelompok perlakuan

Kelompok Perlakuan

Usia (hari)

K AW AK LAK
56 11,001+1,359"  16,409+1,551 19,822+1,199" 15,664+1,822"
72 21,665+4,100°  38,727+15,503* 24,970+1,520°  21,998+4,955"
Keterangan:

Huruf superscript yang sama pada baris yang sama menunjukkan bahwa data tidak berbeda nyata
(p>0.05); tn=tidak nyata

Pembahasan Umum
Pemberian fitoestrogen pada penelitian ini tidak dilakukan pada anak, tetapi

pada induk bunting dan laktasi. Sejumlah fitoestrogen pada induk akan
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mengalami degradasi dan penurunan selama perjalanannya dari tubuh induk
hingga akhirnya sampai ke tubuh anak. Penurunan ini terutama terjadi ketika
proses absorbsi ditubuh induk, sirkulasi dalam darah, kemampuan perfusi pada
plasenta, serta hadirnya dalam air susu (Franke & Custer, 1996). Selain faktor
induk, kemampuan absorbsi oleh anak tikus juga berpengaruh pada penurunan
aktivitas fitoestrogen tersebut (Hughes et al. 2004). Pada penelitian ini, paparan
efektif oleh fitoestrogen yang berasal dari susu kedelai fermentasi ataupun ekstrak
tempe pada anak tikus tidak diketahui, karena pemeriksaan kadar fitoestrogen
serumanak tidak dilaksanakan.

Prinsip kerja hormon sangat dipengaruhi oleh reseptor. Hormon hanya akan
bekerja seandainya pada sel target memiliki reseptor hormon tersebut.
Fitoestrogen, walaupun bukan hormon namun karena strukturnya yang mirip
dengan estradiol dapat pula menduduki reseptor estrogen dan mampu
menimbulkan efek layaknya estrogen endogenous sendiri (Harrison et al. 1999).
Organ yang dipengaruhi oleh fitoestrogen antara lain ovarium, uterus, testis,
prostat, dan beberapa organ lainnya (Tsourounis, 2004). Walaupun affinitas
terhadap reseptor estrogen tidak setinggi estradiol namun fitoestrogen manpu
menimbulkan efek estrogenik (Sheehan, 2005). Kim et al. (1998) berpendapat
bahwa aktivitas dan implikasi klinis fitoestrogen sangat tergantung pada jumlah
reseptor estrogen, letak reseptor estrogen, dan konsentrasi estrogen endogen yang

mampu bersaing.

Sebagian besar parameter yang digunakan dalam peneltian ini adalah
komponen yang dipengarui secara langsung oleh fitoestrogen. Pemberian
fitoestrogen pada induk bunting atau menyusui, terbukti memberikan pengaruh
terhadap kinerja reproduksi sejak hewan berusia 42 hari. Penelitian yang telah
dilakukan Todaka et al. (2005) tentang pemaparan fitoestrogen pada fetus dan
status fitoestrogen antara induk dan fetus pada saat kebuntingan telah
menunjukkan bukti bahwa fitoestrogen dapat ditransfer dari induk ke fetus. Di
dalam serum fetus dapat ditemukan genestein, daidzein, equol,coumestrol dengan
laju diteksi sebesar 100, 80, 35, dan 0%. Selain itu, diketahui bahwa kadar
genestein dan daidzein lebih tinggi pada cord (tali pusar) dibandingkan serum

induk, dan hal ini berkebalikan untuk equol dimana kadarnya lebih tinggi pada
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serum induk. Penelitian ini melaporkan pula bahwa terdapat perbedaan tingkat
metabolit dan ekskresi fitoestrogen antara induk dan fetus. Fitoestrogen cenderung
bertahan lama di dalam tubuh fetus dibandingkan tubuh induk. Penelitian yang
dilakukan oleh Degen et al. (2002) juga mengatakan hal yang sama, bahwa
plasenta tidak mempunyai pembatas terhadap genestein atau estrogenik isoflavon
lainnya karena struktur molekulnya mirip dengan estrogen endogenous yang
berukuran kecil sehingga mampu dengan mudah berdifusi menembus membran

plasenta.

Pemberian fitoestrogen pada periode laktasi juga berpengaruh pada kinerja
reproduksi. Lewis et al. (2003), menyatakan bahwa fitoestrogen dapat ditransfer
melalui air susu, namun kadarnya kecil sehingga paparan efektif tidak tercapai.
Untuk memberikan efek yang nyata, maka fitoestrogen perlu ditransfer dalam
jumlah yang cukup antara induk dan anak. Anak akan menerima sejumlah

fitoestrogen melalui plasenta dan atau lewat air susu induk.

KESIMPULAN

Pemberian fitoestrogen yang berasal dari ekstrak tempe pada saat bunting
dan menyusui dapat mempengaruhi kinerja reproduksi anak jantan hingga usia
prapubertas. Sedangkan pada anak betina pemberian fitoestrogen mempengaruhi

Kinerja reproduksi hingga usia dewasa kelamin.

UCAPAN TERIMA KASIH

1. Direktorat Jendral Pendidikan Tinggi, Kementrian Pendidikan dan Kebudayaan
yang telah memberidana penelitian ini.

2. LPPM-IPB yang telah memfasilitasi penelitian ini

DAFTAR PUSTAKA

Albertazzi P. 2002. Purified phytoestrogenes in postmenopausal bone health: Is
there a role for genistein ? Climacteric2: 190-196.

Astuti S. 1999. Pengaruh tepung kedelai dan tempe dalam ransum terhadap
fertilisasi tikus percobaan [Thesis]. Bogor: Pascasarjana IPB.

310



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

Bhatena S, Ali A, Mohamed A, Hansen C, and Velasquez M. 2002. Differential
effects of dietary flaxseed protein and soy protein on plasma triglycerides
and uric acid levels in animal models. J. Nutr. Biochem. 13: 684-689.

Dai Q, Franke AA, Yu H, Shu XO, Jin F, Hebert, JR, Custer LJ, Gao YT, and
Zheng W. 2003. Urinary phytoestrogenes excretion and breast cancer risk:
Evaluating potential effects modifiers, endogenous estrogens and
anthropometries. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 12: 497-502.

Degen GH, Janning P, Diel P, Michna H, dan Bolt HM. 2002. Transplacental
transfer of the phytoestrogen daidzein in DA/Han rats. Arch Toxicol.
76(1): 23-29.

Ford JA Jr, Clark SG, Walters EM, Wheeler MB dan Hurley WL. 2006.
Estrogenic effects of genistein on reproductive tissues of ovariectomized
gilts. J. Anim Sci. 84:834-842.

Franke AA, Custer LJ, Tanaka Y. 1998. Isoflavones in human breast milk and
other biological fluids. Am. J. Clin. Nutr.68 (Suppl): 1466S-1473S.

Harrison RM, Phillippi PP, Swan KF, dan Henson MC. 1999. Effect of genistein
on steroid hormone production in the pregnant rhesus monkey. Society for
Experimental Biology and Medicine vol 22.

Hughes CL, Liu G, Beall S, Foster WG, Davise V. 2004. Effect of Genistein or
Soy Milk During Late Gestation and Lactation on Adult Uterine
Organization in The Rat. Exp Biol Med 229: 108-117.

Kim H, Peterson TG, dan Barnes S. 1998. Mechanism of action of the soy
isoflavone genestein: emerging role of its effects through transformng
growth factor beta signaling. Am. J. Clin Nutr. 68: 14185-1425 S.

Kusumorini N, Aryani SS dan Syafri Edwar. 2000. Pengaruh posisi anak tikus
betina dalam uterus induk terhadap kemampuan reproduksinya. Prosiding
Seminar Nasional Biologi XV1:237-24.

Lamartiniere CA, Cotroneo MS, Fritz WA, Wang J, Mentor-Marcel R, and
Elgavish A. 2002. Genistein chemoprevention: Timing and mechanism of
action in murine mammary and prostate. J. Nutr. 132: 552S-558S.

Lewis R, Brooks N, Milburn G, Soames A, Stone S, Hall M, and Ashby J. 2003.
The effects of the phytoestrogenes genistein on the postnatal development
in the rat. Toxicol. Sci. 71: 74-83.

Mueller SO, Simon S, Chae K, Metzler M, and Korach KS. 2004.
Phytoestrogenes and their human metabolites show distinct agonistic and
antagonistic properties on estrogen receptor a (ERa) and ERp in human
cell. Toxicol. Sci. 80:14-25.

311



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

Santell RC, Chang YC, Muralee GN, dan William GH. 1997. Dietry genistein
exerts estrogenic effects upon the uterus, mammary gland and the
hypothalamic / pituitary axis inrats. J. Nutr. 127: 263-269.

Sheehan DM. 2005. The case for expanded phytoestrogen research. Proc Soc Exp
Biol Med 208: 3-5.

Todaka E. 2005. Fetal exposure to phytoestrogens—The difference in
phytoestrogen status between mother and fetus. Environmental Research,
99(2):195-203.

Tousen Y, Umeki M, Nakashima Y, Ishimi Y dan Ikegami S. 2006. Effects of
genistein, an isoflavone, on pregnancy outcome and organ weights of
pregnant and lactating rats and development of their suckling pups. J Nutr.
Sci. Vitaminol, 52174-182.

Tsourounis C. 2004. Clinical Effects of Fitoestrogens. Clinical Obstertict and
Genycology 44 (4): 836-842.

Tuohy P. 2003. Soy infant formula and phytoestrogenes. J. Pediatr. Child Health.
39:401-405.

You L. 2004. Phytoestrogenes genistein and its pharmacological interactions with

synthetic endocrine-active compounds. Current Pharm. Des. 10:
2749-2757.

312



Prosiding Seminar Hasil-Hasil Penelitian IPB 2012

SINTESIS SCAFFOLDS HIDROKSIAPATIT BERPORI BERBASIS
CANGKANG TELUR DAN KITOSAN DENGAN METODE SOL GEL
(Synthesis of Porous Hydroxyapatite Scaffolds Based on Chicken’s Eggshell and
Chitosan by Sol Gel Method)

Setia Utami Dew, Setyanto Tri Wahyudi, Parmita Aulia,

Nur Aisyah Nuzulia
Dep. Fisika, Fakultas Matematika dan IPA, IPB.

ABSTRAK

Senyawa hidroksiapatit (HA, Ca;0(PO4)s(OH),) merupakan senyawa keramik yang umum
digunakan untuk material tulang karena memiliki sifat bioaktif yang baik, yakni mampu
berinteraksi dengan jaringan tubuh, biokompatibel dan osteokonduktif. Dalam
penggunaannya pada implantasi tulang, bentuk scaffolds dapat digunakan sebagai templet
pertumbuhan tulang baru disekitar jaringan. Untuk meningkatkan kemampuan infiltrasi
sel untuk berdiferensiasi dan poliferasi pada proses remaodelling diperlukan pori-pori pada
biomaterial tulang ini. Pada penelitian ini dilakukan sintesis scaffold hidroksiapatit
berpori dengan menggunakan cangkang telur sebagai sumber kalsium pada sintesis
hidroksiaptit dan kitosan kulit udang sebagai porogen. Distribusi pori yang dihasilkan
cukup seragam. Semakin tinggi bobot kitosan yang ditambahkan ukuran partikel semakin
tinggi dan ukuran pori semakin besar. Penambahan bobot kitosan mengurangi
interkonektifitas pori. Ukuran pori-pori tang dihasilkan bervariasi dari 0,2-0,4 mikron.
Dengan waktu sintering 900°C dan densifikasi 900°C diperoleh struktur Kkristal
hidroksiapatit dan trikalsium fosfat. Hasil ini memberikan informasi bahwa kitosan dapat
digunakan sebagai porogen pada pembuatan scaffold hidroksiapatit berpori. Untuk
meningkatkan ukuran pori dapat digunakan kitosan dengan ukuran partikel yang lebih
besar.

Kata kunci: Scaffold, hidroksiapatit, berpori, kitosan, sol gel.
ABSTRACT

Hydroxyapatite (HA, Ca;o(PO4)s(OH),) is commonly material used as bone’s material
because it is bioactive that has excellent chemical and biological affinity with bony
tissues, biocompatible and osteoconductive. In bone application, a scaffolding form is
used either to induce formation of bone from surrounding tissue. To improve the ability to
differentiate cell infiltration and proliferation in the process of remodeling needed pores
in the bone biomaterial. In this research, synthesis of scaffold hyroxyapatite porous used
eggshells as a calcium source and chitosan shells as porosifier. The resulting pore
distribution is quite uniform. The higher the weight of chitosan is added the higher
particle size and pore size increases. The addition of chitosan weight was reducing pore
interconnectivity. Pore size varied from 0.2 to 0.4 produced tang microns. With time

sintering at 900°C and densification at 900°C obtained the crystal structure of
hydroxyapatite and tricalcium phosphate. These results provide information that chitosan
can be used as a porosifier in the synthesis of scaffolds porous hidroxyapatite. In order to
increase the pore size can be used chitosan with larger particle sizes.

Keywords: Scaffold, hydroxyapatite, porous, chitosan, sol gel.
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PENDAHULUAN

Penelitian biomaterial untuk keperluan medis terutama pada tulang
merupakan salah satu topik penelitian yang banyak ditekuni akhir-akhir ini karena
tingginya kebutuhan akan material biomedis ini. Di Indonesia, material biomedis
untuk substitusi dan pengobatan tulang masih bergantung pada barang impor dari
berbagai negara seperti Jerman, Korea, dan Jepang. Biomaterial tulang yang
umum digunakan adalah kelompok senyawa biokeramik. Biokeramik yang
digunakan pada bidang ortopedik haruslah bersifat bioaktif, biokompatibel,
ostekonduktif, osteoinduktif, serta memiliki sifat mekanik yang kuat. Senyawa
hidroksiapatit (HA, Cai10(PO4)s(OH),) merupakan senyawa keramik yang
memiliki sifat bioaktif yang baik, yakni mampu berinteraksi dengan jaringan
tubuh, biokompatibel dan osteokonduktif (Heise et al. 1990; De Groot, 1980).
Dalam penggunaannya pada implantasi tulang, bentuk scaffolds dapat digunakan
sebagai templet pertumbuhan tulang baru disekitar jaringan (Vacanti and
Bonassar, 1999). Untuk meningkatkan kemampuan infiltrasi sel untuk
berdiferensiasi dan poliferasi pada proses remodelling diperlukan pori-pori pada

biomaterial tulang ini (Cerronietal. 2002).

Hidroksiapatit berpori dapat dihasilkan dengan berbagai metode. Beberapa
teknik yang dikembangkan adalah dengan mencampurkan polimer seperti
Polymetylmethaacrylate (PMMA) pada HA serbuk, gel casting pada foam, dan
penggunaan polymer sponge (Sepulveda, 1997; Woyansky et al. 1992).

Pada penelitian ini dilakukan sintesis scaffold HA berpori dengan
menggunakan cangkang telur sebagai sumber kalsium pada sintesis HA dan
kitosan kulit udang sebagai porogen. Cangkang telur ini digunakan karena 90%
kandungannya senyawa kalsium karbonat. Kitosan yang digunakan sebagai
porogen karena merupakan polimer alami yang sudah banyak digunakan pada
bidang medis dengan sifat biodegradasi dan biokompatibel yang baik. Metode
yang digunakan adalah dengan menambahkan polimer kitosan pada prekursor HA
dengan metode sol gel. Morfologi, ukuran, dan distribusi pori scaffold HA berpori
dikarakterisasi menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM). Struktur

kristal dan kandungan gugus fungsi kimia dikarakterisasi dengan difraktometer
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sinar-X dan spektrometer Fourier Transform Infrared (FTIR) secara berurutan.
Penggunaan prekursor alami yaitu cangkang telur dan kitosan diharapkan mampu

menambah sifat biokompatibilitas scaffold HA berpori.

METODE PENELITIAN

Sintesis scaffold HA berpori diawali dengan kalsinasi cangkang telur ayam
pada suhu 1.000°C selama 5 jam. Hasil kalsinasi diperoleh serbuk kalsium dalam
bentuk senyawa kalsium oksida yang digunakan sebagai prekursor kalsium dalam

sintesis HA. Sintesis hidroksiapatit berpori dilakukan dengan metode sol gel.

Sintesis dilakukan dengan merekasikan larutan larutan kalsium 0,5 M dan
larutan fosfat 0,3 M. Senyawa fosfat diperoleh dari diammonium hidrogen fosfat.
Pelarutan kedua senyawa dilakukan dengan menggunakan etanol 96%. Kedua
larutan tersebut direaksikan dengan metode titrasi pada temperatur ruang dan
diaduk dengan magnetic strirrer selama 15 menit dengan kecepatan putar
500 rpm. Kemudian dipanaskan sampai suhu 60°C dan diaduk magnetic strirrer
dengan kecepatan putar 500 rpm sampai membentuk sol gel. Hasil sol gel
didiamkan pada suhu ruang selama 12 jam. Selanjutnya sejumlah serbuk kitosan
mikrokristalin ditambahkan. Homogenisasi dilakukan dengan mengaduk selama
3 jam. Sol gel yang homogen selanjutnya dimoulding pada mould dengan
diameter 1 cm dan dipanaskan dalam furnace pada suhu 900°C selama 5 jam
untuk menghilangkan kitosan. Untuk densifikasi, dilakukan pemanasan lagi pada
suhu 900°C selama 5 jam. Variasi yang dilakukan pada sintesis scaffold HA

berpori yaitu bobot kitosan yang ditambahkan. Variasi dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Variasi komposisi HA dan kitosan pada sintesis scaffold HA berpori
Komposisi (% b/b)

No Nama Sampel

HA Kitosan
1 HA+Kitosan 50% 50 50
2 HA+Kitosan 40% 60 40
3 HA+Kitosan 30% 70 30
4 HA+Kitosan 20% 80 20
5 HA+Kitosan 10% 90 10
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Sampel hidroksiapatit berpori yang diperoleh dikarakterisasi difraktometer
sinar-X, spektrometer FTIR, dan Scanning Electron Microscope. Karakterisasi
difraksi sinar-x ini dilakukan dengan menggunakan difraktrometer SHIMADZU.
SEM yang digunakan JEOL. spektrometer FTIR yang digunakan ABB MB 3200.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Lebih dari satu dekade, pengembangan kalsium fosfat sebagai biomaterial
tulang berfokus pada fabrikasi 3D HA berpori. Pembentukan interkoneksi yang
baik antarpori dapat meningkatkan sifat mekanik scaffold dan kemampuan

mineralisasi tulang.

Gambar 1. Mikrograf untuk scaffold HA berpori dengan perbesaran 5000 kali.

Pada penelitian ini digunakan senyawa kalsium oksida yang diperoleh dari
hasil kalsinasi cangkang telur ayam yang memiliki kandungan kalsium karbonat
secara dominan. Perubahan fase dari kalsium karbonat menjadi kalsium oksida
disebabkan karena adanya proses pemanasan. Persamaan reaksi kimia
diperlihatkan sebagai berikut:

CaCO;3(s) — CaO(y + Oy(g)
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Efisiensi senyawa kalsium oksida yang dihasilkan adalah 53% dengan
kandungan kalsium 70%. Senyawa inilah yang digunakan untuk sintesis scaffold
HA berpori. Sintesis scaffold dilakukan dengan metode sol gel. Pada teknik ini
digunakan pelarut etanol sebagai pelarut volatil untuk menghasilkan bentuk sol
gel. Scaffold HA berpori diperoleh dari proses densifikasi dengan proses sintering.
Pada proses sintering terjadi eliminasi kitosan sebagai porogen dan proses difusi
atom sehingga proses kristalisasi semakin banyak. Morfologi scaffold yang

dihasilkan dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 2. Mikrograf untuk scaffold HA berpori dengan perbesaran 20.000 kali.

Pada semua sampel terlihat sudah terbentuk pori-pori dengan ukuran yang
hampir sama, namun terdapat perbedaan distribusi partikel HA dan pori serta
interkoneksi pori. Distribusi pori semakin tinggi komposisi kitosan maka pori
yang dihasilkan lebih banyak dengan ukuran yang lebih besar. Pada sampel
penambahan kitosan 10-40% interkoneksi antarpori sudah terlihat saling
terhubung dengan seragam, namun pada sampel kitosan 50% interkonesi pori
sangat kecil sehingga yang terihat adalah partikel-partikel. Jika intekoneksi
kurang baik maka sifat mekanik yang dimiliki scaffold menjadi lemah (Hassna
and Migin, 2003).
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Ukuran pori dan partikel dapat dihitung dari mikrograft pada Gambar 2.
Dengan perbesaran 20.000 kali. Semakin tinggi bobot kitosan yang ditambahkan
menunjukkan ukuran partikel yang dihasilkan semakin besar. Pada penambahan
10% kitosan partikel yang dihasilkan partike 0,2 mikron dengan distribusi
seragam dan interkoneksi antarpori terlihat jelas. Ukuran pori 0,3-0,5 mikron.
Pada penambahan kitosan partikel yang dihasilkan semakin besar dan jumlah pori
juga bertambah. Untuk menambah ukuran pori harus diberikan porogen dengan

ukuran pori yang lebih besar.

— HA
— HA-kitosan 10%

—— HA-kitosan 20%

il

— HA-kitosan 30%

intensity (counts)

— HA-kitosan 40%

—— HA-kitosan 50%
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20 (degree)

Gambar 3. Pola difraksi sinar-X untuk sampel scaffold HA berpori.

Berdasarkan hasil karakterisasi difraksi sinar-X atau XRD pada Gambar 3
terlihat bahwa pada pembuatan kontrol HA dengan metode sol gel terdapat fase
trikalsium fosfat (TKF) yang ditunjukkan oleh tiga puncak tertinggi pada sudut
20=31,08; 34,32; dan 27,74. Pola XRD ini bersesuaian dengan database JCPDS
09-0169. Hal ini terjadi karena suhu sintering yang tinggi yaitu 900°C yang
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bersesuaian dengan eksperimen Behnamghader yang menyatakan bahwa HA
bertransformasi menjadi TKF pada suhu 800°C. Adapun penambahan kitosan
pada bentuk sol pembuatan HA dengan variasi bobot 10%, 20%, dan 30%
menunjukkan terbentuknya HA masing-masing pada sudut 26=31,8; 31,88; dan
31,86 dimana puncak ini bersesuaian dengan database JCPDS 09-0432.
Penambahan kitosan pada variasi bobot tersebut tidak merubah karakteristik pola
XRD sampel, hanya merubah intensitasnya saja. Namun, pada penambahan
kitosan 40% dan 50% menunjukkan bahwa fase yang terbentuk pada sampel
adalah fase TKF masing-masing pada sudut 26=31,26 dan 31,18.

VA
8
S ————————————— T — =3
—_— £ —HA
5 — HA-kitosan 10%
£ HA-kitosan 20%
¥

—— HA-kitosan 30%
Lo HA-kitosan 40%
/ \ f
J

/ 1 HA-kitosan 50%
4 W

Y
R VA

3670 3270 2870 2470 2070 1670 1270 870 470

wavenumber (cm.1)

Gambar 4. Spektrum FTIR sampel scaffold HA berpori.

Spektroskopi FTIR digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi yang
terkandung dalam sampel. Hasil dari spektroskopi FTIR ini mendukung hasil

analisis XRD sampel. Pada Gambar 4 menunjukkan spektra FTIR dari scaffold
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HA berpori. Hasil ini memperkuat hasil XRD dimana pada gambar tersebut
menunjukkan bahwa pada pembuatan HA murni fase yang terbentuk bukan HA
tetapi TKF. Hal ini ditunjukkan oleh pita serapan gugus fungsi PO* untuk TKF
pada bilangan gelombang 540 cm® dan 563 cm®. Adapun spektra FTIR HA
dengan penambahan kitosan sebesar 10%, 20%, dan 30% menunjukkan bahwa
sampel yang terbentuk dalam fase HA ditunjukkan oleh pita serapan gugus fungsi
PO* untuk HA pada rentang bilangan gelombang 550-580 cm™ dengan karakter
tiga split pita serapan sedangkan pada penambahan kitosan 40% dan 50% sampel
berada pada fase TKF yang ditunjukkan dengan dua pita serapan gugus fungsi
PO* untuk TKF. Pada spektrum hanya terdapat gugus fungsi senyawa HA dan

TKF. Hal ini menunjukkan bahwa sudah tidak terdapat kitosan pada sampel.

KESIMPULAN

Sintesis scaffold HA berpori berbasis cangkang telur ayam sebagai sumber
kalsium dan kitosan sebagai porogen dapat dilakukan dengan metode sol gel.
Distribusi pori yang dihasilkan cukup seragam. Semakin tinggi bobot kitosan
yang ditambahkan ukuran partikel semakin tinggi dan ukuran pori semakin besar.
Penambahan bobot kitosan mengurangi interkonektifitas pori. Ukuran pori-pori
tang dihasilkan bervariasi dari 0,2-0,4 mikron. Pada penggunaannya sebagai
biomaterial tulang ukuran pori ini harus diperbesar dengan menggunakan ukuran
porogen yang lebih besar. Dengan waktu sintering 900°C dan densifikasi 900°C
diperoleh struktur kristal HA dan TKF. Hasil ini memberikan informasi bahwa
kitosan dapat digunakan sebagai porogen pada pembuatan scaffold HA berpori.
Untuk meningkatkan ukuran pori dapat digunakan kitosan dengan ukuran partikel

yang lebih besar.
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PRODUKSI REKOMBINAN PLANTARICIN YANG MENGKODE
BAKTERIOSIN DARI Lactobacillus plantarum S34 ASAL ISOLAT
BEKASEM DAGING SAPI UNTUK MENANGGULANGI
DEMAM TYPHOID
(Production of Recombinant Plantaricin Encoding Bacteriocin from Lactobacillus
plantarum S34 Isolated from Bekasem Meat for Thypoid Fever Therapy)

Suryani?, A. Zaenal Mustopa?, Linda Sukmarini?,
Rabiatul Adawiyah, Hasim
1)Dep. Biokimia, Fakultas Matematika dan IPA, IPB.
?)Pusat Penelitian Bioteknologi LIP1, Bogor.

ABSTRAK

Peptida antimikroba dari bakteriosin yang dihasilkan dari bakteri asam laktat potensial
untuk diterapkan pada industri pangan dan farmasi. Karakteristik bakteriosin kelas 1 dan
Il yang tahan panas sangat potensial untuk diaplikasikan pada industri. Bakteriosin dari
L. plantarum S34 (plantaricin S34) yang di isolasi dari bekasam, fermentasi daging dari
Lampung mempunyai potensi dalam menghambat bakteri patogen seperti Salmonella
typhy dan Listeria monocytogenes. Bakteriosin tersebut stabil terhadap panas, berukuran
2,89 dan 8,99 kDa. Tujuan penelitian ini adalah melakukan isolasi dan karakterisasi gen
plantaricin dari L. plantarum S34. Gen plantaricin diamplifikasi dari DNA genom
L. plantarum S34 dengan primer spesifik menggunakan teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR). Hasil nya menunjukan 3 gen plantaricin EF, JK dan NC8 berhasil di
isolasi dan dikarakterisasi. Analisis BLAST menunjukan gen plantaricin EF, JK, dan NC8
dari L.plantarum S34 masing-masing tersusun atas 285 bp, 267 bp dan 200 bp.
Sedangkan analisis susunan asam amino plantaricin EF, JK dan NC8 masing-masing
sebanyak 52, 57 dan 47 asam amino. Gen plantaricin EF sudah berhasil di kloning ke
pGEMTeasy vector selanjutnya akan di subklon ke pET system untuk melihat ekspresi
dari plantaricin tersebut. Untuk mengembangkan obat antimikroba yang aman bagi
industri farmasi, maka pada penelitian ini akan dilakukan produksi rekombinan
plantaricin pada bakteri E.coli.

Kata kunci: Bacteriocin, plantaricin, Salmonella typhy, L. plantarum S34.

ABSTRACT

Antimicrobial peptides of bacteriocins from lactic acid bacteria have received particular
attention due to their potential application in the food industry and pharmaceutical.
Among bacteriocins produced by lactic acid bacteria, the Class I and Il have the best
potential for industrial application with their small-heat stable cationic peptides.
Bacteriocin from L.plantarum S34 (plantaricin S34) with high antimicrobial activity to
pathogenic Salmonella typhy and Listeria monocytogenes has been isolated from
bekasem, a traditional fermented meat from Lampung, Indonesia. The molecular weight
of 2,89 kDa and 8,9 kDa heat stable-peptide plantaricin S34 has been identified as a Class
I and Il bacteriocin. In the present study, the isolation and characterization of plantaricin
gene from L.plantarum S34 has been conducted. The plantaricin gene has been amplified
from genom L.plantarum S34 with specific primer using Polymerase Chain Reaction
(PCR). The results of BLAST analysis showed that plantaricin EF, JK and NC8 genes
isolated from the L.plantarum S34 were 285 bp, 267 bp and 200 bp respectively. The
amino acid also showed that plantaricin encoded by the plantaricin EF, JK and NC8
genes consisted of 52 amino acids, 57 amino acids and 47 amino acids, respectively.
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A 365 bp of PCR product pInEF has been cloned into pGEM-T Easy vector and
transformed into Escherichia coli DH5a. Further, the gene fragment encoding mature
plantaricin EF will be expressed in Escherichia coli BL21 using pET vector system.

Keywords: Bacteriocin, plantaricin, Salmonella typhy, L. plantarum S34 .

PENDAHULUAN

Penyakit tipus merupakan salah satu penyakit yang sering terjadi di
masyarakat. Tipus atau demam tifoid merupakan penyakit menular dan akut.
Masa inkubasi tipus pada umumnya 10-14 hari. Gejala dini mencakup demam,
perut kembung, sukar buang air besar, pusing, lesu, ruam, tak bersemangat, tidak
nafsu makan, mual dan muntah (Pelczar and Chan, 1988). Kondisi penderita
penyakit ini biasanya parah, dan bila pengobatan tidak segera diberikan penyakit

ini akan berlangsung selama beberapa minggu dan dapat menyebabkan kematian.

Penyakit demam tifoid merupakan problem yang serius bagi kesehatan
masyarakat, terutama di negara-negara yang sedang berkembang seperti Indonesia
yang memiliki iklim tropis. Tifoid bersifat endemik dan selalu ditemukan
sepanjang tahun di Indonesia, menyerang hampir semua kelompok usia
masyarakat, mulai dari usia balita, anak-anak, dan dewasa. Prevalensi tifoid
menunjukkan kecenderungan meningkat dari tahun ke tahun dengan rata-rata
500 kasus per 100.000 penduduk dengan angka kematian antara 0,6-5% sebagai
akibat dari keterlambatan mendapat pengobatan serta tingginya biaya pengobatan
(Depkes, 2006).

Penanganan demam tifoid yang masih sering digunakan adalah istirahat,
perawatan, diet, terapi penunjang, serta pemberian antibiotik. Antibiotik adalah
zat kimiawi yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang mempunyai kemampuan,
untuk menghambat pertumbuhan atau membunuh mikroorganisme lain. Obat
antimikroba yang sering diberikan adalah kloramfenikol, tiamfenikol,
kotrimoksazol, sefalosporin generasi ketiga, ampisilin, dan amoksisilin

Kloramfenikol merupakan obat pilihan utama untuk mengobati demam tifoid.

Beberapa efek samping yang mungkin timbul pada pemberian
kloramfenikol adalah mual, muntah, mencret, mulut kering, stomatitis, pruritus

ani, penghambatan eritropoiesis, Gray-Syndrom pada bayi baru lahir, anemia
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hemolitik, exanthema, urticaria, demam, gatal-gatal, anafilaksis, dan terkadang
Syndrom Stevens-Johnson. Reaksi interaksi kloramfenikol dengan paracetamol
akan memperpanjang waktu paruh plasma dari kloramfenikol. Interaksinya
dengan obat sitostatika akan meningkatkan resiko suatu kerusakan sumsum
tulang. Pemakaian antibiotik secara irasional dapat menimbulkan kekebalan atau
resistensi bakteri terhadap antibiotik tersebut, meningkatkan toksisitas, dan efek
samping obat sehingga perlu dilakukan upaya eksplorasi alternatif agen

antimikroba yang bersifat aman dalam penanggulangan demam tifoid.

Beberapa penelitian sudah dilakukan untuk menemukan obat antimikroba.
Penelitian yang sudah dilakukan untuk menghambat pertumbuhan bakteri
Salmonella typhii diantaranya penggunaan rimpang temu kunci (Lestari, 2005),
patikan kebo (Ambarwati, 2005), dan cacing tanah (Winarsih, 2006; Nurwati,
2006). Penelitian-penelitian tersebut dilakukan untuk mengetahui efektivitas

ekstrak tanaman dalam menghambat pertumbuhan bakteri Salmonella typhii.

Bakteri asam laktat dapat memproduksi substansi berupa peptida yang
disebut dengan bakteriosin. Bakteriosin telah terbukti memiliki efek antimikrobial
dan dapat menghambat beberapa virus seperti virus influenza A dan virus herpes
simplex (Serkedjieva et al. 2000, Wachsman et al. 2003, Todorov et al. 2005).

Isolat Lactobacillus plantarum S34 yang diisolasi dari daging bekasam
(produk pangan daging terfermentasi, makanan khas Indonesia dari daerah Wae
Kanan, Lampung) memiliki potensi menghambat bakteri patogen diantaranya
adalah Escherichia coli (NBRC 14237), Staphylococcus aureus (ATCC 6539),
Staphylococcus typhosa (P2KIM colection), Bacillus subtilis (BTCC 612), dan
Listeria monocytogenesis (BTCC B693). Sementara, virus yang aktivitasnya dapat
dihambat oleh bakteriosin, Kkhususnya bakteriosin yang dihasilkan oleh
L. plantarum S34 adalah virus hepatitis C (Mustopa et al. 2010; Solehudin 2010).

METODE PENELITIAN

Kultivasi Lactobacillus plantarum S34
Lactobacillus plantarum S34 yang dibiakkan dalam penelitian ini berasal

dari koleksi kultur Laboratorium Bakteriologi dan Virologi Molekular, Pusat
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Penelitian Bioteknologi-LIPI, Cibinong yang diisolasi dari bekasam daging sapi.
Tahapan awal yang dilakukan sebelum isolasi genom L. plantarum kultivasi
adalah peremajaan bakteri pada media MRS broth yang mengandung natrium

azida.

Isolasi DNA Genom dari Lactobacillus plantarum S34

Isolasi genom Lactobacillus plantarum menurut Sambrook & Rusell (2001)
diawali dengan pemanenan pelet dari kultur bakteri, dilanjutkan dengan pelisisan
sel, dan diakhiri dengan pemisahan serta pemekatan DNA. Uji kualitatif DNA
(visualisasi) dilakukan melalui teknik elektroforesis agarose 1%, adapun uji
kuantitatif dilakukan dengan menentukan konsentrasi dan kemurnian DNA genom

melalui spektrofotometri pada panjang gelombang () 260/280 nm.

Amplifikasi Gen Plantaricin melalui PCR

Campuran reaksi PCR yang dibuat sebanyak 50 pL yang terdiri dari
36.75 pL ddH,0, 5 pL buffer, 1.5 pL MgCl 50 mM, 1.25 L dNTP Mix 10 mM,
0.5 pL untuk masing-masing primer forward dan reverse, 0.5 pL Taq polimerase
platinum, dan 4 pL genom hasil isolasi. Primer yang digunakan terlampir pada
Tabel 3.

Tabel 3. Primer yang digunakan untuk ampilfikasi gen plantaricin

uhu Ukuran
No Primer . amp likon Sekuen primer Reference
annealing
(bp)

1 plnJK 56 306 F:ACGGGGTTG TTG GGG GAG GC Choetal.
R:TTATAATCCCTT GAA CCA CC  (2010)

2 plnEF 60 365 F: GGT GGT TTT AATCGG GGC GG  Choetal.
R:ACTTGA TGG CTT GAA CTATCC (2010)

3 pInC8 60 207 F: GGT CTG CGT ATAAGCATC GC Maldonado
R:AAATTGAACATATGGGTGCTTTAA et al (2003)

ATTCC

4 plnl.25p 50 249 F: TTA GCATTGATT GAT GGA GGA Choetal.
R: GCA TCCTAT GTGAGG CTGCTG (2010)

5 plInS 54 466 F-ACTAAATATCACTGTGGTAAAGTA Saenzet al.
AAG (2009)

R:GACCGAAACAATCATGGGAAG

Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk amplifikasi gen plantaricin

dilakukan dengan kondisi denaturasi awal (initial denaturation) pada suhu 94°C
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selama 1 menit, denaturasi (denaturation) pada suhu 94°C selama 1 menit,
penempelan primer (annealing) pada suhu 50-60°C selama 30 detik, pemanjangan
(extension) pada suhu 72°C selama 1 menit, dan pemanjangan akhir (final

extension) pada suhu 72°C selama 5 menit. Jumlah siklus yang dilakukan dalam

proses PCR ini adalah sebanyak 35 siklus.

Sequencing dan Analisis Gen plantaricin

Sequencing nukleotida dilakukan pada koloni yang membawa gen
plantaricin dengan mengisolasi plasmidnya terlebih dahulu. Sekuensing dilakukan
dengan menggunakan metode single pass DNA sequencing. Urutan nukleotida
yang diperoleh dari hasil sequencing digunakan untuk menentukan kehomologian
nukleotida yang dimiliki oleh gen plantaricin dari L. plantarum S34 dengan gen

plantaricin dari L.plantarum lain yang terdapat gene bank .

Kloning gen yang menyandikan plantaricin

Gen plantaricin yang sudah dikonfirmasi dengan sekuensing selanjutnya
dikloning ke dalam vektor pGEMT easy dan ditransformasikan ke dalam E. coli
DHS5a. Hasil transformasi dengan seleksi biru putih menunjukkan adanya E.coli
yang berwarna putih dan biru. Selanjutnya koloni yang berwarna putih yang
diduga membawa gen-gen plantaricin diuji dengan PCR colony untuk memastikan
hasil kloning disisipi oleh gen-gen plantaricin. Untuk mengkonfirmasi insert yang
disisipkan tersebut adalah gen plantaricin maka dilakukan sekuensing pada

plasmid rekombinan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi DNA Genom dari Lactobacillus plantarum S34

Isolasi genom Lactobacillus plantarum menurut Sambrook & Rusell (2001)
diawali dengan pemanenan pelet dari kultur bakteri, dilanjutkan dengan pelisisan
sel, dan diakhiri dengan pemisahan serta pemekatan DNA. Uji kualitatif DNA
(visualisasi) dilakukan melalui teknik elektroforesis agarose 1%, adapun uji
kuantitatif dilakukan dengan menentukan konsentrasi dan kemurnian DNA genom
melalui spektrofotometri pada panjang gelombang (1) 260/280 nm. Hasil uji

kualitatif DNA genom yang diperoleh dari L. plantarum S34 memiliki ukuran
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lebih dari 10 Kb (Gambar 1). Hasil uji kuantitatif menunjukkan bahwa DNA hasil
isolasi memiliki konsentrasi sebesar 76.4 ng/pL dan kemurnian sebesar 0.195.
DNA genom yang diperoleh dari L. plantarum S34 digunakan sebagai cetakan
DNA untuk amplifikasi gen plantaricin melalui PCR.

Marker S34

10000 bp >10000 bp

1000 bp
400 bp

200 bp
100 bp

50 bp

Gambar 1. DNA genom L. plantarum S34.

Amplifikasi Gen Plantaricin melalui PCR

Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk amplifikasi gen plantaricin
dilakukan dengan kondisi denaturasi awal (initial denaturation) pada suhu 94°C
selama 1 menit, denaturasi (denaturation) pada suhu 94°C selama 1 menit,
penempelan primer (annealing) pada suhu 50-60°C selama 30 detik, pemanjangan
(extension) pada suhu 72°C selama 1 menit, dan pemanjangan akhir (final
extension) pada suhu 72°C selama 5 menit. Jumlah siklus yang dilakukan dalam
proses PCR ini adalah sebanyak 35 siklus. Hasil amplifikasi gen menunjukan pita
pada ukuran 365 bp (pInEF), 300 bp (pInJK), 460 bp (pInS), 200 bp (pIn NC8)
dan 250 bp (pln 1,25B) (Gambar 2 A, B, C dan D). Hal ini sesuai dengan product
PCR Cho dkk, 2010, pln EF 365 bp, pln JK (306 bp), pIn 1,25 B 249 bp; Suez dkk
2009 pInS 466 bp dan Maldonado dkk 2003 pin NC8 2007 bp.
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Gambar 2. (A) Amplikon gen plantaricin EF dan JK dari L. plantarum S34: 1) marker;
2) gen plantaricin EF; 3) gen; (B) Amplikon gen plantaricin S dari
L. plantarum S34. M) marker;1) gen plantaricin; (C) Amplikon gen
plantaricin NC8 dari L. plantarum S34: 1) marker; 2) gen plantaricin NC8;
dan (D) Amplikon gen plantaricin 1,253 dari L. plantarum S34: 1) marker;
2) gen plantaricin 1,25p.
Sequencing dan Analisis Gen plantaricin
Sequencing nukleotida dilakukan pada hasil PCR product untuk memastikan
bahwa yang diisolasi tersebut adalah gen plantaricin. Sekuensing dilakukan
dengan menggunakan metode single pass DNA sequencing. Urutan nukleotida
yang diperoleh dari hasil sequencing digunakan untuk menentukan kehomologian
nukleotida yang dimiliki oleh gen plantaricin dari L. plantarum S34 dengan gen

plantaricin dari L.plantarum lain yang terdapat gene bank .
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Hasil analisis BLAST hasil sequencing gen plantaricin EF dari
L. plantarum S34 memiliki kehomologan sebesar 98% dengan nukleotida yang
dimiliki oleh L. plantarum V90 (FJ809773.1), L. plantarum BFE5092
(GU584090.1), L. plantarum C11 (X94434.2), L. plantarum J23 (DQ323671.2),
L. plantarum J51 (DQ340868.2), L. plantarum NC8 (AF522077.2), dan
L. plantarum WCFS1 (AL935253.1).

Plantaricin EF dari L. plantarum S34 berdasarkan hasil analisis EXPASy
dan SotfBerry disusun oleh 52 asam amino (Gambar 3). Analisis asam amino
L.plantarum S34 dengan L.plantarum WCSF1, C.1.1, TL1, RG14, RG11, RG66,
JDMI dengan clustal W menunjukan tingkat homologi yang sangat tinggi
(Gambar 4).

5’3’ Frame 1
cattttttggtaagtgttcgacatgttgttgatgcaattggttcagttgcaggcattegt

ggtattttgaaaagtattcgttaattttcttgggggagatcaacaattatgaaaaaattt
M K K F
ctagttttgcgtgaccgtgaattaaattctatttcaagtggegttttecatgectatage
L vwi. R DR E L N 5 I &5 5 G V F H A ¥ 5
gcgcgtggcecgttcggaataattataaaagtgctgttgggecctgeccgattggatecattage

A R GV R NN Y K 5 A V G P A D W I I =5
gctgtcecgaggattecateccacggatagttcaagecatcaagtaaa
AV R G F I H G -

Gambar 3. Sekuen nukleotida dan asam amino plantaricin EF L.plantarum S34.

Analisis BLAST terhadap hasil sequencing gen plantaricin JK dari
L. plantarum S34 memiliki kehomologan sebesar 98% dengan nukleotida yang
dimiliki oleh L. plantarum subsp plantarum ST-1II (CP002222.1),
L. plantarumBFE5092 (GU584090.1), L. plantarumC1l1l (X94434.2),
L. plantarumVV90 (FJ809773.1), L. plantarumNC8 (AF522077.2), dan
L. plantarumWCFS1 (AL935253.1).

Plantaricin JK dari L. plantarum S34 berdasarkan hasil analisis ExPASy
dan SotfBerry disusun oleh 56 asam amino (Gambar 5). Analisis asam amino
L.plantarum S34 dengan L.plantarum NC8, WCSF1, V90, C.1.1 dan BFE5092

dengan clustal W menunjukan tingkat homologi yang sangat tinggi (Gambar 6).
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Nukleotida gen plantaricin NC8dari L. plantarum S34 tersebur berdasarkan
hasil analisis menggunakan BLAST memiliki kehomologan sebesar 100% dengan
nukleotida yang dimiliki oleh L. plantarumYM5-2  (JQ900767.1),
L.plantarum8PA3(HQ651181.2), L. plantarum J51 (DQ340868.2), L.plantarum
NC8 (AF522077.2)

Plantaricin NC8 dari L. plantarum S34 berdasarkan hasil analisis EXPASy
dan SotfBerry disusun oleh 47 asam amino (Gambar 7). Analisis asam amino
L.plantarum S34 dengan L.plantarum NCS8a dengan clustal W menunjukan
tingkat homologi yang sangat tinggi (Gambar 8).

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

PlnLFplantarumWCSFL_NF_784216. MEKFLVLRDRELNALSGGEVEFHAY SARGVENNYKSAVGEADWVISAVRGEL 50
FlnFlplantarumCll_X¥94434.2 MEKFLVLRDRELNAI SGGVFHAY SARGVENNYKSAVGEADWVISAVRGFI 50
plnFlplantarumIll GU133150.1_ MEKFLVLRDRELNAL SGGEVEFHAY SARGVENNYKSAVGEADWVISAVRGEL 50
plnFlplantarumRGl4 GU138151.1_ MEKFLVLRDRELNAI SGEVFHAY SARGVENNYKSAVGFADWVISAVRGFL 50
plnFlplantarumRGll GU138152.1_ MEKFLVLRDRELNAI SGGVFHAY SARGVENNYKSAVGEADWVISAVRGFI 50
plnFlplantarumRIll GU138153.1_ MEKFLVLRDRELNAL SGGEVEFHAY SARGVENNYKSAVGEADWVISAVRGEL 50
plnFlplantarumR35_GU138154.1_ MEKFLVLRDRELNAI SGEVFHAY SARGVENNYKSAVGFADWVISAVRGFL 50
FlnFLplantarumJDMI_YP 00306193 MEKFLVL.SDRELNAI SGGVFHAY SARGVENNYKSAVGEADWVISAVRGFI 50
PlnEFLplantarum534 MEKFLVLRDRELNSISSGVEHAY SARGVENNYKSAVGEADWIISAVRGEL 50
plnFlplantarum AB552849.1 MEKFLVLRDRELNSISGGVFHAY SARGVENNYKSAVGEADWIISAVRGFI 50

dEkkkhd FhkkEochkd dhkrrddkkkArrddkkkAidddkkhkhodkkhhhEy

PlnLFplantarumWCSFl NP 784216. HG————- 52
PlnFlplantarumCll X94434.2 HG-—————- 52
ploFlplantarumTl]l GU13E150.1_ HGYS35HQV 59
ploFlplantarumRGl4 GU138151.1 HGYSS5HQV 59
plofFlplantarumRGll GU138152.1 HGYSSSHQV 59
ploFlplantarumRI11_GU138153.1 HGYSS5HOV 59
ploFlplantarumRS5 GUL38154.1 HGYSSSHQV 59
PlnFlplantarumJDMI_YP 003068193 HG-———--—- 52
PlnEFLplantarum334 HG-—————- 52
plnFlplantarum ABS52849.1 HG--—---—- 52
*

Gambar 4. Hasil analisis asam amino dengan Clustal W pInEF L.plantarum S34 dengan
L. plantarum WCSF1, C.1.1, TL1, RG14, RG11, R66, JDMI.

5’3" frame 2

cggggaatctggtctagtttagaaaggtrratgatggcgaagectggcagageaatcogt
cgttaataaatggacttaaattaaggagogtatattatgaaaattaaattaactgtttta

l L T L
aatgaatttgaagaattaactgctgacgcrgaassagaatatttetggtggeccgtaeggagt
N E F E E L T A L A E K N I 3 3 G F R
cgtaaaaatggaattggatacgctattggttatgogtttggegeggttgaacgggecgtg
F E N G I A F 3 E R 2
ttggtggttcaaggga

Gambar 5. Sekuen nukleotida dan asam amino plantaricin JK L.plantarum S34.
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FlnKLplantarumMNC8_ AFS522077.2 METKLIVLNEFEELTADAEKNISGGRRSEENGIGYAIGYAFGAVERAVLG 50
FlnKLplantarumWCSF1l_AT.935253.1 METKLIVLNEFEELTADAEKNISGNERSEENGIGYAIGYAFGAVERAVLG 50
FlnKLplantarumvad_FJE09773.1_ METKLIVLNEFEELTADAEKNISGGRRSRENGIGYAIGYAFGAVERAVLG 50
FlnKLplanterumCll X94434.2 MEIKLIVLNEFEELTADREKNISGERRSEKNGIGYAIGYAFGAVERAVLG 50
FlnKLplantarumBFES092_GU584030 MEIKLIVLNEFEELTADAEKNISGGRRSEKNGIGYAIGYAFGAVERAVLG 50
FlndKLplantarumS34 METKLIVLNEFEELTADAEKNISGGRRSEENGIGYAIGYAFGAVERAVLG 50

kkkhkhkhkhhhhhdhdddhhhddddd dhkhhhkhhhdbhbhhhhhhhhhhhhhd

PlnKLplanterumNCE AF522077.2_ GSRDYNE 57
PlnKLplanterumWCSFL_AT.935253.1 GSROYWEK 57
PlnKlplantarumVe0 FJ809773.1_ GSRDYNE 57
PlnKlplanterumCll X94434.2 GSRDYWK 57
PlnKLplantarumBFES092 GU584030 GSRDYNE 57
FlnJELplantarumS34 GSEDYE- 56

khkkh s

Gambar 6. Hasil analisis asam amino dengan Clustal W pln JK L.plantarum S34 dengan
L. plantarum NC8, WCSF1, V90, C.1.1 dan BFE5092.

5'3" Frame 2

cioc Aftaaocatcocaadacsalioaaaaaa) a3ataa. Ctatcattaa;
a Aazsatacat ataaatttoaaaaaatta acatctaacctasaaaasatcich
M DEFE KIS T SNLEKTIS
C attrtaacaacCcaa) at ATCLCLh Aatatrtatctt CcadadZgaaaSCcd
G GDLT T KLWSSWOGaGTYTZYLGEKKEK A
C ddatfftaaascacccaltat Ccaattt

R W NILKHPTY W QF |

Gambar 7. Sekuen nukleotida dan asam amino plantaricin NC8 L.plantarum S34.

plnlCEL. plantarmssd MDEFERISTANLEETSGED LTTELNS SWGT Y LGEEARNNLERFYYQF 47
plnfiCBalfal. plantarunliCa MDEFEET3TSNLEKISGED LTTELWS SWETY L GEKARNNLERPYVQF 47

E e i i e R e e e R e e i i i e e )

Gambar 8. Hasil analisis asam amino dengan Clustal W pIn NC8 L.plantarum S34
dengan L. plantarum NC8.

Kloning gen yang mengkode bakte riosin

Gen plantaricin yang sudah dikonfirmasi dengan sekuensing dikloning ke
dalam vektor pGEMT easy. Selanjutnya ditransformasikan ke dalam E. coli
DH5a. Hasil transformasi dengan seleksi biru putih menunjukkan adanya E.coli

yang berwarna putih dan biru (Gambar 9).

Gambar 9. Hasil transformasi plasmid pGEMT-EF.
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Koloni yang berwarna putih yang diduga membawa gen plantaricin EF diuji
dengan PCR colony untuk memastikan hasil kloning disisipi oleh gen-gen
plantaricin (Gambar 10). Hingga saat ini sudah dilakukan kloning terhadap gen
plantaricin EF

M1 234 56785 9 10112 B1 156171851920

Gambar 10. Hasil PCR Coloy pIn EF.

Koloni yang menunjukkan hasil positif dari PCR colony, selanjutnya
diisolasi plasmidnya (plasmid rekombinan). Plasmid rekombinan tersebut
selanjutnya dipotong dengan enzim restriksi Ncol dan Sall. Hasilnya menunjukan
terdapat 2 pita berukuran £2.700 bp (pGEMT easy vector) dan 360 bp (plantaricin
EF) (Gambar 11). Plasmid rekombinan tersebut selanjutnya di sekuensing lagi
untuk memastikan bahwa insert yang disisipkan tersebut adalah plantaricin EF.
Hasil konfirmasi sekuensing menunjukan bahwa gen plantaricin EF dari
L. plantarum S34 memiliki kehomologan sebesar 99% dengan nukleotida yang
dimiliki oleh L. plantarum V90 (FJ809773.1) dan L. plantarum WCFS1
(AL935253.1).

pGEMT -—

pInEF

1 M

Gambar 11. Plasmid rekombinan (pInEF) M (1 kb DNA ladder); 1 (plasmid rekombinan
di digesti dengan Sal 1 & Nco I.
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KESIMPULAN

Gen plantaricin EF, JK dan NC8 berhasil diisolasidari genom L. plantarum
S34 melalui proses amplifikasi PCR. Jumlah asam amino plantaricin EF, JK dan
NCS8 tersebut masing-masing sebanyak 52 aa, 57 aa dan 47 aa. Gen plantaricin EF

sudah berhasil di kloning ke pPGEMTeasy vector.
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