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Abstrak.. Prebiotik adalah senyawa yang tidak dapat dicerna oleh enzim pencernaan dan dapat
menstimulus pertumbuhan probiotik. Fruktooligosakarida merupakan prebiotik yang paling umum
digunakan. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh pemberian sirup prebiotik umbi yakon
terhadap aktivitas enzim amilase, protease, lipase pada duodenum Rattus norvegicus. Sampel penelitian
adalah umbi yakon dari daerah Wonosobo dan hewan coba Rattus norvegicus. Hewan coba dibagi 4
kelompok. Kelompok yang diberi pakan sumplemen air (Po = kontrol negatif), sirup prebiotik umbi yakon
So (P1), sirup prebiotik umbi yakon S; (P2), dan FOS komersial (Ps). Penentuan aktivitas enzim amilase,
lipase, dan protease menggunakan instrumen spektrofotometer UV-Vis. Analisis statistik yang digunakan
yaitu ANOVA dan PostHoc = LSD. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian sirup prebiotik umbi
yakon S; dapat meningkatkan aktivitas enzim amilase, lipase dan protease secara signifikan (P < 0.05).
Pada pemberian sirup prebiotik umbi yakon So dapat meningkatkan aktivitas enzim amilase dan protease,
sedangkan pada enzim lipase tidak ada pengaruh secara signifikan.

Kata kunci: sirup prebiotik umbi yakon, amilase, protease, lipase

Abstract. Prebiotics are compounds that cannot be digested by digestive enzymes and can stimulate the
growth of probiotics. Fructooligosaccharides are the most commonly used prebiotics. The purpose of this
study was to determine the effect of giving prebiotic syrup of yakon tuber to the activity of amylase, protease,
and lipase enzymes in the duodenum of Rattus norvegicus. The samples of this research were yakon tubers
from the Wonosobo area and the experimental animal Rattus norvegicus. Experimental animals were
divided into 4 groups. The group that was fed with water supplements (Po = negative control), prebiotic
syrup of yakon tuber So (Pi1), prebiotic syrup of yakon tuber Si (P2), and commercial FOS (Ps3).
Determination of enzyme activity of amylase, lipase, and protease using UV-Vis spectrophotometer
instrument. Statistical analysis used was ANOVA and Post Hoc = LSD. The results showed that the
administration of prebiotic syrup of yakon tubers S; could significantly increase the activity of amylase,
lipase and protease enzymes (P < 0.05). In the provision of prebiotic syrup of yacon tubers Sp can increase
the activity of amylase and protease enzymes, while the lipase enzyme has no significant effect.
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PENDAHULUAN

Makanan terdiri dari makromolekul lipase [1]. Jumlah enzim yang terlalu rendah

seperti karbohidrat, protein dan lemak yang
dibutuhkan tubuh. Senyawa makromolekul
tersebut dipecah dalam tubuh dengan bantuan
enzim hidrolitik seperti amilase, protease dan

menyebabkan gangguan metabolisme seperti
meningkatnya viskositas pencernaan yang dapat
mengurangi daya cerna dan penyerapan nutrisi
pakan [2].
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Prebiotik adalah senyawa yang tidak
dapat dicerna oleh enzim percernaan, dapat
merangsang pertumbuhan probiotik, bakteri
saluran pencernaan dan dapat menghambat
pertumbuhan patogen sehingga  dapat
meningkatkan  kesehatan inang [3], [4].
Fruktooligosakarida  (FOS),  galaktooligo-
sakarida (GOS) dan inulin adalah beberapa
prebiotik yang paling umum digunakan [5] [6].

FOS merupakan senyawa polisakarida
rantai pendek yang terdiri dari unit 1F-
fructofuranosyl nystosa (GF4), 1-nystosa (GF3),
1-kestosa (GF2), dan fructosyl (F) yang terikat
pada sukrosa oleh ikatan B-2.1 [7]. Ikatan B-2.1
menyebabkan FOS tahan terhadap hidrolisis oleh
asam atau enzim pada saluran pencernaan
manusia [8]. FOS telah terbukti meningkatkan
pertumbuhan Bifidobacteria dan Lactobacillus,
menghambat  pertumbuhan E. coli dan
Salmonella typhi, serta meningkatkan aktivitas
enzim pencernaan[9] [10].

Kandungan senyawa FOS banyak
ditemukan pada umbi-umbian, salah satunya
umbi yakon. Umbi yakon dapat digunakan
sebagai prebiotik karena mengandung FOS
bekisar 70 — 80% berat kering dan inulin [11].
Umbi yakon juga mengandung bioaktif senyawa
fenolik dan enzim polifenol oksidase (PPO).
Melalui bantuan oksigen, enzim PPO mengubah
gugus monofenol menjadi O-hidroksifenol, yang
kemudian diubah menjadi O-kuinon. Proses ini
disebut dengan proses pencoklatan (browning).
Pemanasan dan penurunan pH bisa mencegah
efek pencoklatan. Enzim PPO bereaksi optimal
pada suhu 30-40°C, mulai terdenaturasi pada
suhu 45°C dan terdegradasi pada suhu 60°C. Efek
browning terjadi pada pH 9-10,5. Penurunan pH
dapat dilakukan dengan penambahan asam
misalnya asam sitrat atau asam askorbat [12]
[13]. Proses pemanasan dan pH juga dapat
menyebabkan FOS berkurang. FOS akan
terhidrolisis pada pH asam. Semakin rendah pH
(pH < 4) dan semakin tinggi suhu (> 70°C), maka
semakin besar jumlah FOS yang terhidrolisis [14]
[15].

Proses pengolahan umbi yakon melalui
pengkondisisan pemanasan dan penurunan pH
bisa mencegah efek browning bertujuan untuk
mempertahankan bioaktif yakon terutama FOS.
Senyawa FOS yang terdapat pada umbi yakon

diharapkan dapat meningkatkan aktivitas enzim
pencernaan yang ada pada tubuh manusia untuk
membantu meningkatkan kecernaan karbohidrat,
protein, dan lemak sehingga meningkatkan
kinerja pertumbuhan.

Berdasarkan hal tersebut, umbi yakon
yang berpotensi sebagai sumber prebiotik dapat
dikonsumsi  dalam bentuk sirup dengan
mengkondisikan variabel pembuatan sirup yaitu
pH dan suhu [16]. Penelitian bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian sirup prebiotik
umbi yakon terhadap aktivitas enzim pencernaan
yaitu amilase, protease dan lipase pada
duodenum hewan coba Rattus norvegicus, karena
hewan coba tersebut memiliki anatomi yang
menyerupai sistem pencernaan pada manusia dan
tahan terhadap perlakuan. Perhitungan aktivitas
enzim dilakukan pada duodenum Kkarena
merupakan tempat enzim untuk mengkatalis zat
makanan dalam proses penyerapan zat gizi.

METODE PENELITIAN

Alat

Alat- alat yang digunakan adalah evaporator,
blender, freeze dryer, kandang tikus, alat bedah,
refrigerator, alat gelas, inkubator (Memmert),
sentrifuge (Hettich), neraca analitik (Adventurer
ohaus), HPLC, dan spektrofotometri UV-Vis
(Shimadzu UV-1800).

Bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah umbi yakon
yang diperoleh dari daerah Wonosobo, FOS
komersial (Source Naturals), Tris HCI (Merck),
NaOH, Ka-Na tartrat (Merck), DNS (Sigma
Aldrich), maltosa, pati, asam oleat, minyak
zaitun, tirosin (Sigma Aldrich), folin ciocalteau
(Merck), kasein (Sigma Aldrich), TCA
(EMSURE), dan Rattus norvegicus.

Prosedur Penelitian

Pembuatan Sirup Prebiotik Umbi Yakon dan
Kadar FOS

Umbi yakon dibagi menjadi dua kelompok proses
pembuatan yaitu: sirup umbi yakon berwarna
hitam kehijauan, dari sirup umbi yakon tanpa
pengkondisian variabel pH dan suhu evaporasi
(disebut So) dan sirup umbi yakon berwarna
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coklat kekuningan, dari sirup umbi yakon dengan
pengkondisian variable pH dan suhu evaporasi
(disebut Sy). [16].

Pelaksanaan Percobaan

Hewan coba yang digunakan adalah tikus
putih jantan (Rattus norvegicus) umur 1-2 bulan
dengan berat badan 100-200 gr sebanyak 48 ekor.
Pemberian perlakuan dilakukan selama 48 hari
dengan sonde. Kemudian diambil duodenum.
Hewan coba tersebut dibagi menjadi 4 kelompok
sebagai berikut:
Po = kelompok kontrol negatif, diberi suplemen
air sebanyak 4 ml/hari
P1 = kelompok perlakuan, diberi suplemen sirup
prebiotik umbi yakon So sebanyak 3 mi/hari
P, = kelompok perlakuan, diberi suplemen sirup
prebiotik umbi yakon S; sebanyak 3 mi/hari
Ps = kelompok kontrol positif, diberi suplemen
FOS komersial sebanyak 4 ml/hari

Pembuatan Ekstrak Kasar

Ekstrak  kasar  enzim  dibuat  dengan
menghaluskan sampel usus (duodenum) dengan
mortar dan alu dingin. Kemudian ditambah 50
Mm buffer Tris-HClI pH 7 dingin dengan
perbandingan 1:8 (w/v). Homogenate yang
diperoleh dimasukkan dalam tabung eppendorf,
dan disentrifugasi pada suhu 4 °C selama 15
menit dengan kecepatan 12.000 rpm. Supernatant
yang diperoleh diambil dan disimpan pada
refrigerator [17]. Supernatant yang diperoleh
merupakan ekstrak kasar yang digunakan untuk
menguji enzim amilase, protease, dan lipase.

Uji Enzim Pencernaan

Enzim amilase

Penentuan aktivitas enzim amilase dilakukan
dengan cara sebanyak 0,5 ml ekstrak kasar enzim
dicampur dengan 0,5 ml substrat (larutan pati 1%
dalam buffer fosfat 0,2 M pH 7) lalu diinkubasi
selama 30 menit pada suhu 40 °C. Setelah
diinkubasi ditambahkan 2 ml reagen DNS, lalu
divorteks, kemudian dipanaskan dalam air
mendidih selama 5 menit. Larutan di dinginkan
lalu diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 540 nm. Kadar gula pereduksi yang
terdapat pada sampel ditentukan melalui kurva
standart maltosa. Satu unit aktivitas amilase

didefinisikan sebagai jumlah enzim yang
diperlukan untuk melepas 1 pmol maltosa/
menit[19]. Aktivitas enzim amilase dapat

dihitung menggunakan rumus:

- . l
Aktivitas enzim (%) = Wx frx %

Enzim protease

Penentuan aktivitas enzim protease dilakukan
dengan cara sebanyak 0,5 ml ekstrak kasar enzim
ditambahkan dengan 0,5 ml larutan 0,05 M buffer
fosfat pH 7 dan dipreinkubasi pada suhu 53 °C
selama 5 menit. Selanjutnya ditambahkan 0,5 ml
substrat (2% kasein dalam 0,05 M buffer fosfat
pH 7), kemudian campuran diinkubasi pada suhu
53 °C selama 10 menit. Selanjutnya ditambah 1
ml TCA 0,4 M dan diinkubasi selama 30 menit .
setelah itu disentrifugasi pada suhu 4 °C selama
10 menit pada kecepatan 5000 rpm. Sebanyak 0,5
ml supernatant yang diperoleh ditambahkan 2,5
ml natrium karbonat 0,5 M. Selanjutnya
ditambahkan 0,5 reagen Folin Ciocalteu (1:2) dan
diinkubasi pada suhu 53 °C selama 30 menit, lalu
diukur absorbansinya pada panjang gelombang
756 nm. Kadar protein yang terdapat pada
sampel ditentukan melalui kurva standart tirosin.
Satu unit aktivitas protease didefinisikan sebagai
jumlah enzim yang diperlukan untuk melepas 1
umol tirosin/ menit [18]. Aktivitas enzim amilase
dapat dihitung menggunakan rumus:

] ) N NET)

Aktivitas enzim (E T BM” (pxq)

Enzim lipase

Penentuan aktivitas lipase dilakukan dengan cara
1 ml minyak zaitun , ditambahkan 1 ml buffer
fosfat pH 7,2 dan 1 ml ekstrak kasar enzim.
Kemudian di vortex selama 1 menit. Setelah itu
diinkubasi selama 20 menit pada suhu 40 °C.
Kemudian ditambahkan 1 ml HCI 6N dan 5 ml
heksana. Selanjutnya dihomogenkan dan diambil
lapisan atas sebanyak 4 ml, lalu ditambahkan 1
ml reagen tembaga (IlI) asetat dan dikocok.
Kemudian diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 712 nm. Kadar asam lemak yang
terdapat pada sampel ditentukan melalui kurva
standart asam oleat. Satu unit aktivitas hidrolitik
lipase didefinisikan sebagai aktivitas enzim
dalam menghasilkan 1 asam lemak yang
dibebaskan/ menit[20]. Aktivitas enzim amilase
dapat dihitung menggunakan rumus:
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Aktivitas enzim (%) = %x}" x %

Analisis Statistik

Analisis data menggunakan ANOVA one way
dan uji lanjut Post Hoc = LSD. Nilai rata-rata
dianggap berbeda jika p < 0,05. Data aktivitas
enzim sebelumnya diuji normalitas dan
homogenitas.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kadar FOS sirup prebiotik umbi yakon

Pembuatan sirup prebiotik umbi yakon
So menghasilkan sirup berwarna hitam kehijauan,
sementara S; menghasilkan sirup berwarna coklat
kekuningan. Hal ini disebabkan oleh efek
browning karena aktivitas enzim Polifenol
oksidase terhadap senyawa-senyawa bioaktif,
serta karena senyawa ortodihidroksi atau
trihidroksi fenolik. Pemanasan dan penurunan pH
bisa mencegah efek browning sehingga akan
menghambat efek browning yang bertujuan
untuk mempertahankan bioaktif yakon terutama
FOS dan senyawa fenolik. Hasil pengujian kadar
FOS menggunakan instrument HPLC dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kadar FOS sirup prebiotik umbi
yakon [16]

Sirup yakon Kadar FOS (g/L)
217.23
So 233.64
213.05
Rata-rata 221.30
220.08
S 210.42
287.70
Rata-rata 239.40
Sign. (p) 0.374

Data pada Tabel 1. menunjukkan bahwa
kadar FOS pada S; lebih tinggi daripada Se. Suhu
dan pH mempengaruhi kadar FOS karena
terdegradasi menjadi komponen glukosa dan
fruktosa yang bereaksi dengan gugus asam amino
protein membentuk produk mailard. Hal ini
menunjukkan proses pembuatan sirup sangat

menentukan kadar FOS sirup sehinga dilakukan
pengkondisian variabel suhu dan pH [16].

Hasil dari uji-t adalah p > 0.05 artinya
tidak terdapat perbedaan secara signifikan
terhadap kadar FOS dengan pengkondisian
variable pH dan suhu evaporasi atau tanpa
pengkondisian variable pH dan suhu evaporasi.

Uji Enzim Pencernaan

Sirup umbi yakon mengandung senyawa
FOS yang berperan sebagai prebiotik yang dapat
merangsang pertumbuhan bakteri probiotik
sehingga memberikan efek positif pada saluran
cerna dengan memperbaiki vili usus. FOS juga
dapat meningkatkan pertumbuhan Bifidobacteria
dan bakteri asam laktat, tetapi juga menghambat
E. coli pada usus besar [9].

Enzim amilase

Penentuan aktivitas enzim amilase
menggunakan metode DNS. Prinsip dasar metode
DNS adalah reagen DNS bereaksi dengan
maltosa dalam suasana basa (Gambar 1). Reagen
DNS mengurangi  produksi NO; dan
menghasilkan warna merah bata yang diukur
dengan spektrofotometer UV-Vis [21].

Amilase

Pati Maltosa

cooH COOoH

OH OH
Maltosa + —_— Maltosa -+
+
N2O O, NOZ Hy

Warna merah bata

Gambar 1. Persamaan reaksi reduksi oksidasi
maltosa dan DNS

Enzim protease

Penentuan aktivitas protease
menggunakan Folin-Ciocalteau terjadi reaksi
reduksi oksidasi dimana residu tirosin yang
mempunyai gugus fenolik akan mereduksi
fosfotungsat dan fosfomolibdat yang terdapat
pada reagen tersebut. Reaksi ini berlangsung
dalam suasana basa. Pada kondisi basa senyawa
fenolik akan mengalami disosiasi membentuk
anion fenolat yang dapat mereduksi reagen Folin-
Ciocalteau [22] menjadi tungsten dan
molybdenum berwarnaobiru (Gambar 2).
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reduksi
[P(W30,0),] + 9H' + 8= —a= 4[(WO2),(WO,)] + HPO,* + 4H,0

Fosfotungstat Tungsten
reduksi
[P(M030,0)s]> + 9H" + 8¢~ [(M00,),(MoO,)] + HPO,> + 4H,0
Fosfomolibdat Molibdenum
Gambar 2. Persamaan reaksi reduksi ion fenolat
dengan reagen Folin-Ciocalteau (fosfotungstat
dan fosfomolibdat)
Enzim lipase
Penentuan pengaruh sirup prebiotik
yakon terhadap aktivitas lipase diperoleh
berdasarkan jumlah asam oleat yang terbentuk
permenit. Asam oleat yang dihasilkan berasal
dari hasil degradasi minyak zaitun yang dapat
diketahui dari hasil reaksi reagen reagen tembaga
(I1) asetat. Reaksi asam lemak dengan reagen
tembaga (Il) asetat akan membentuk kompleks
tembaga berwarna biru (Gambar 3) [20].
[

R—C—O—CH, o o HO——CH,
Enzim Lipase

HC—O—C—R +H,0 ———® 3R—C—OH *+ HC—OH

R——C——O——CH, HO—CH,

I
o

TAG Asam Lemak  Gliserol

| | | I
R—C—OH +H,C—C—0~Cu=0—C—CH; =R —C—0—Cu—0—

0

0
| I
C—R+2 H,C—C—OH

Kompleks berwarna

biru
Gambar 3. Persamaan reaksi penentuan
aktivitas enzim lipase menggunakan metode
Kwon dan Rhee

Hasil perhitungan enzim penceranaan
(amilase, protease dan lipase) menunjukkan
bahwa kelompok perlakuan yang diberi suplemen
sirup prebiotik umbi yakon S; memiliki aktivitas
enzim amilase, lipase dan protease lebih tinggi
dari kelompok yang diberi suplemen air. Pada
pemberian sirup prebiotik umbi yakon So
memiliki aktivitas enzim amilase dan protease
lebih tinggi dari kelompok yang diberi suplemen
air, sedangkan pada enzim lipase tidak ada
perbedaan (Tabel 2).

Tabel 2. Pengaruh pemberian suplemen pada aktivitas enzim pencernaan di duodenum Rattus

norvegicus
Kelompok Aktivitas enzim (U/mL) Rata-rata
Perlakuan
Po 0,0472 0,0466 00344 00413 0,0518 0,0443°
. P, 0,0634 0,0617 0,0599 0,0585 0,0591  0,0605 p = 0,000
Amilase P, 0,0675 0,0699 0,0739 0,0785 0,0690 0,0718°
Ps 0,0879 0,0734 0,0661 0,0637 0,0844  0,0750°
Po 0,1643 0,1639 0,1504 0,1704 0,1600 0,1618°
o P, 0,2408 0,2224 02256 0,2198 0,2838  0,2385 p = 0,000
rotease P, 0,3506 0,3316 02728 0,2973 0,3285 0,3161°
P 0,3162 03843 0,3231 0,3499 0,4296 0,3606°
Po 0,0595 0,0517 0,0523 0,0539 0,0609 0,0557
Lipase P, 0,0526 0,0634 0,0615 0,0642 0,0561 0,0596 p = 0,000
P, 0,0682 0,0727 00799 0,0652 0,0738 0,0720

Ps 0,009 0,0843 0,0853 0,0788 0,0835 0,0846°
Keterangan: huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan secara signifikan

Hasil analisis statistik diketahui bahwa percobaan.  Pemberian sirup prebiotik umbi

data aktivitas enzim amilase, protease dan lipase
berdistribusi normal dan homogen, sehingga
dilanjutkan uji ANOVA one way. Hasil dari uji
ANOVA one way menunjukkan nilai signifikan p
< 0.05. Hasil uji aktivitas enzim amilase dan
protease menunjukkan bahwa adanya pengaruh
yang signifikan terhadap setiap kelompok

yakon So berbeda signifikan terhadap kontrol
negatif pada aktivitas enzim amilase dan
protease, sedangkan pada aktivitas enzim lipase
tidak ada perbedaan secara signifikan. Pada
aktivitas enzim amilase, protease, dan lipase
pemberian sirup prebiotik umbi yakon S
berbeda signifikan dengan kelompok yang diberi
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sirup prebiotik umbi yakon Si. Perbedaan yang
signifikan ini dipengaruhi oleh adanya senyawa
inulin dalam umbi yakon [23]. Umbi yakon
mengandung senyawa inulin yang dapat
digunakan sebagai prebiotik. Pada aktivitas
enzim amilase pemberian sirup prebiotik umbi
yakon S; tidak berbeda signifikan terhadap
kelompok yang diberi FOS komersial. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian sirup prebiotik
umbi yakon mampu meningkatkan aktivitas
enzim pencernaan.

Menurut Merrifield [24] keberadaan
bakteri probiotik dapat menghasilkan beberapa
enzim pencernaan, seperti amilase, protease, dan
lipase. Penelitian Xu et al. [25] mengatakan
bahwa penambahan 2-4 g/kg FOS secara
signifikan meningkatkan aktivitas pertumbuhan
Bifidobacteria dan bakteri asam laktat.

Berdasarkan data, dapat diketahui bahwa
sirup  prebiotik  umbi  yakon  dengan
pengkondisian pH dan suhu dapat meningkatkan
aktivitas enzim pencernaaan (amilase, lipase dan
protease). Pemberian prebiotik dapat
meningkatkan tinggi vili usus yang di akibatkan
meningginya SCFA vyang di induksi oleh
probiotik. SCFA yang dihasilkan oleh proses
fermentasi stain bakteri probiotik yang berperan
dalam merangsang pertumbuhan sel epitel usus.
Semakin tinggi vili usus halus, maka permukaan
absorbsi akan semakin luas dan aktivitas enzim
semakin meningkat sehingga kecernaan terhadap
nutrien akan lebih baik [26].

Tingginya  aktivitas enzim  pada
kelompok perlakuan yang diberi suplemen sirup
prebiotik umbi yakon membantu meningkatkan
kecernaan karbohidrat, protein, dan lemak dalam
tubuh. Makanan dari kelompok karbohidrat akan
dicerna oleh enzim amilase pankreas menjadi
disakarida. Disakarida kemudian diuraikan oleh
disakaridase menjadi monosakarida, Yyaitu
glukosa. Glukosa hasil pencernaan kemudian
diserap usus halus, kemudian mengalami
metabolisme sehingga menghasilkan energi [27].
Makanan dari kelompok protein akan akan
dicerna oleh enzim protease. Dalam sistem
pencernaan, protein tidaklangsung diserap tetapi
didegradasi terlebih dahulu oleh enzim protease
menjadi asam amino atau peptida kemudian
diserap tubuh [28]. Makanan dari kelompok
lemak, pertama-tama akan dilarutkan oleh cairan

empedu yang dihasilkan hati menjadi butiran-
butiran lemak (droplet lemak). Droplek lemak
kemudian diuraikan oleh enzim lipase menjadi
asam lemak dan gliserol. Asam lemak dan
gliserol kemudian diserap usus dan diedarkan
menuju jantung dan pembulu limfe [29].

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, diketahui
bahwa pemberian sirup prebiotik umbi yakon
dengan pengkondisian variabel suhu dan pH
dapat meningkatkan aktivitas enzim amilase,
lipase dan protease secara signifikan. Pada
pemberian sirup prebiotik umbi yakon tanpa
pengkondisian variabel suhu dan pH dapat
meningkatkan aktivitas enzim amilase dan
protease, sedangkan pada enzim lipase tidak ada
pengaruh secara signifikan.
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