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ABSTRACT

Mixed powder of mung bean (Penaeus radiatus) tempeh, fermented broccoli (Brassica oleracea) and
nixtamal of dent white corn (Zea mays identata) subsequently conducted through fermentation by Rhizopus
oligosporus strain Ci, fermentation by Kombucha culture and nixtamalization by Ca(OH). were supplement
novelty of natural folic acid for pregnant woman. Recovering folic acid as supplement was carried out
through emulsification by adding gelatin at concentrations of 0, 1, 2, 3, 4 and 5 % (w/w) and homogenizing
at 0, 8000, 9500, 13500 and 20500 rpm for 30 minutes, drying at 50 °C for 24 hours, and capsulation,
respectively. The experimental result showed that rotation speed of homogenizer and gelatin concentration
becoming more and more high would increase folic acid, dissolved protein and total solids, and decreased
total sugars and reducing sugar till optimization followed by dropping supplement powder components were
achieved. Based on the best folic acid, optimum treatment was reached for treatment combination between
gelatin concentration of 3 % (w/w) and homogenation rotation speed of 9500 rpm for 30 minutes. This
condition produced supplement with compositions of folic acid 374.29 pg/mL, dissolved protein 6.30 mg/mL,
total sugars 16.64 pg/mL, reducing sugars 744.70 mg/mL and total solids 91.12 %. Identification of folic
acid at mixed pasta was achieved 2 peaks of T1,9 and T 2,2 dominated by folic acid monomer with molecular
weight (MW) (M*1) of 442,68 and 442,95 Dalton (Da.) with relative intensities of 8,46 and 5,72 %, while at
suplement powder was achieved 1 peaks of T 2,1 dominated by folic acid monomer with molecular weight of
442,62 with relative intensities of 4,2 %.

Keywords : Folic aacid, homogenization, gelatin, rotation speed, supplement.

ABSTRAK

Serbuk campuran tempe kacang hijau (P. radiatus), brokoli (Brassica oleracea) terfermentasi dan nikstamal
jagung putih jenis gigi kuda (Zea mays identata) masing-masing diperoleh melalui fermentasi oleh R.
oligosporus strain C, fermentasi oleh kultur kombucha dan nikstamalisasi menggunakan Ca(OH), adalah
kekinian suplemen asam folat alami untuk wanita hamil. Perolehan asam folat sebagai suplemen dilakukan
melalui emulsifikasi dengan homogenisasi pada kecepatan putar berturut-turut 0, 8000, 9500, 13500 dan
20500 rpm selama 30 menit dengan penambahan gelatin pada konsentrasi berturut-turut 0, 1, 2, 3, 4 dan 5%
(b/b) selanjutnya dikeringkan selama 24 jam pada suhu 50°C dan kapsulasi. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa semakin tinggi kecepatan putar homogenizer dan konsentrasi gelatin, akan meningkatkan asam folat ,
protein terlarut dan total padatan namun menurunkan total gula dan gula reduksi sampai dicapai optimisasi
diikuti penurunan komponen serbuk suplemen. Perlakuan optimum berdasarkan asam folat terbaik dicapai
pada kombinasi perlakuan konsentrasi 3% gelatin dengan kecepatan putar 9500 rpm selama 30 menit yang
menghasilkan suplemen dengan komposisi asam folat 374,29 ug/mL, protein terlarut 6,30 mg/mL, total gula
16.64 pg/mL, gula reduksi 744,70 mg/mL dan total padatan 91,12%. Identifikasi asam folat pada pasta
campuran diperoleh 2 peak dengan waktu retensi masing-masing T 1,9 dan T 2,2. Mass spektra pada ke dua
waktu retensi tersebut didominasi oleh monomer asam folat berberat molekul (M*!) masing-masing 442,68
dan 442,95 Da. dengan intesitas relatif masing-masing 8,46 dan 5,72 %, sedangkan pada produk serbuk
suplemen diperoleh 1 peak dengan waktu retensi T 2,1 dengan dominasi monomer asam folat berberat
molekul 442,62 pada intensitas relatif 4,2% .

Kata kunci : asam folat, homogenisasi, gelatin, kecepatan putar, suplemen.
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PENDAHULUAN

Proses emulsifikasi dan
pengeringan pasta campuran tempe
kacang hijau (P. radiatus L), brokoli
(Brassica oleracea) terfermentasi dan
nikstamal jagung putih jenis gigi kuda
(Zea mays identata) adalah suatu upaya
untuk memperoleh serbuk campuran
sumber asam folat alami. Asam folat
(folic acid, folate, folacin, vitamin B9,
pteroyl-L-glutamic  acid,  pteroyl-L-
glutamate, pteroylmonoglutamic acid)
penting bagi wanita hamil dan anak-anak
pada masa pertumbuhan dan usia lanjut
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Gambar 1. Asam Folat

Peranannya sebagai precursor dalam
sintesis  nukleotid ke  remetilasi
homocysteine penting pada period
pembelahan dan  pertumbuhan  sel
terutama untuk memproduksi sel darah
merah dan mencegah anemia [2],
mencegah timbulnya kecacatan tabung
saraf (Neural Tube Defects/ NTDs) pada
bayi, yaitu spina bifida dan anencephaly
Dengan asupan asam folat yang cukup
pada masa sebelum dan selama
kehamilan yaitu sekitar 0.4 - 0.8 mg per
hari, risiko timbulnya NTDs pada bayi
dapat diturunkan hingga 80 % [3]. Untuk
pencegahan terjadinya NTDs maupun
cacat pada sistem saraf (otak), wanita
yang berencana hamil perlu
mengonsumsi asam folat secara cukup,
minimal 4 bulan sebelum kehamilan.

Tempe kacang hijau (Phaseolus
radiatus) hasil fermentasi Rhizopus
oligosporus strain Cy diketahui berpotensi
sebagai sumber asam folat, lebih baik
dibandingkan dengan jenis tempe yang
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lain [4]. Aktifitas enzim protease
Rhizopus oligosporus strain C; dalam
mendegradasi  protein tempe diduga
berpengaruh terhadap perolehan asam
folat. Telah diketahui bahwa asam folat
merupakan bagian dari protein terlarut
oleh struktur kimianya yang terdiri dari
PABA (para amino benzoat), asam
glutamat dan pteridin [5]. Hal ini
memungkinkan terjadinya perombakan
komponen substrat (kacang hijau) selama
fermentasi berlangsung dalam
membentuk asam folat. Pada fermentasi
brokoli oleh kultur ~ kombucha,
perombakan  komponen  keseluruhan
dalam memperoleh asam folat diduga
disebabkan aktifitas enzyme
dihydrofolate synthase (DHFS) dan
enzyme  folypolyglutamate  synthase
(FPGS) masing-masing  membentuk
dihydrofolate dan polyglutamat folate,
suatu bentuk derivate asam folate [6]
dimana proses ini hanya terjadi pada
tumbuhan dan mikroba [7]. Kultur
kombucha mengandung bakteri asam
asetat (Acetobacter xylinum), yeast (S.
cereviseae, S. ludwigii, S.bisporus,
Zygosaccharomyces sp) dan beberapa
jenis khamir (Torolupsis sp) [8], diduga
dapat mendegradasi polifenol dan asam-
asam amino pada brokoli. Diketahui
terdapat lebih dari 8 jenis enzim spesifik
dari tanaman yang berperan dalam
sintesis ini, terutama yang berperan
melalui  esterifikasi pABA  dengan
glucose [9]. Fermentasi ini adalah
kekinian proses untuk memperoleh asam
folat alami sebagai alternatif dari asam
folat. Penggunaan jagung putih jenis gigi
kuda (Zea mays identata) dengan proses
modifikasi nikstamalisasi menggunakan
Ca(OH) menjadi alternatif sumber
energi selain  sumber asam folat alami.
Pada proses ini terjadi peningkatan asam
folat pada kondisi optimum yang
dilakukan untuk mempertahankan asam
folat yang larut atau terbuang selama
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nikstamalisasi [10]. Pada nikstamalisasi
konvensional, proses ini mempermudah
gelatinisasi pati dan penyerapan air serta
mengeluarkan sebagian lembaga dan
perikarp dari bji jagung [11]. Suplemen
asam folat alami yang diperoleh dari
campuran tempe kacang hijau (P.
radiatus, brokoli (Brassica oleracea)
terfermentasi dan nikstamal jagung putih
jenis gigi kuda (Zea mays identata)
melalui proses emulsifikasi dengan
gelatin pada kecepatan putar
homogeniser dan konsentrasi gelatin
yang berbeda  dan selanjutnya
dikeringkan akan menghasilkan serbuk
suplemen dengan Kkarateristik yang
spesifik  terutama  komposisi  dan
dominasi monomer asam folat melalui
LCMS. Tujuan penelitian ini adalah
untuk  mengetahui  kondisi  proses
emulsifikasi terbaik pasta campuran
melalui perbedaan konsentrasi gelatin
dan kecepatan putar homogeniser dan
hubungannya dengan proses pengeringan
terhadap Kkarateristik serbuk suplemen
asam folat alami.

METODOLOGI

Bahan dan Peralatan

Bahan utama dalam penelitian ini
adalah kacang hijau dan brokoli dari
pasar setempat; kultur  Rhizopus
oligosporus strain Ci dan kultur
kombucha dari Pusat Penelitian Kimia-
LIPI ; jagung putih jenis gigi kuda (Zea
mays identata) dari sentra perkebunan
setempat, sukrosa, gelatin dan bahan-
bahan kimia untuk proses dan analisis.
Peralatan proses yang digunakan adalah
peralatan mikrobiologi yaitu sistem
laminar  flow, lemari fermentasi,
incubator;  peralatan  nikstamalisasi;
blender dan homogenizer (Turax,
Germany). Instrumen analisis utama
adalah spektrofotometer (UV), LC-MS
(Mariner Biospectrometry) dengan LC
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(Hitachi L 6200) dan microfiltrasi sel
berpengaduk (Amicon) menggunakan
membran mikrofitrasi 0,15um.

Rancangan Penelitian

Penelitian  dilakukan  dengan
melakukan fermentasi kacang hijau
menggunakan inokulum Rhizopus
oligosporus strain Ci, fermentasi brokoli
menggunakan inokulum brokoli dari
kultur (stok) kombucha dan proses
nikstamalisasi jagung putih jenis gigi
kuda (Zea mays identata) [12],
pencampuran dan homogenisasi pada
kecepatan putar berturut-turut 0, 8000,
9500, 13500 dan 20500 rpm selama 30
menit dengan penambahan gelatin pada
konsentrasi berturut-turut 0, 1, 2,3, 4 dan
5% (b/b), pengeringan selama 24 jam
pada suhu 50°C, pengecilan ukuran dan
kapsulasi.

Analisis  dilakukan  terhadap
protein terlarut (metode Lowry) [13, total
padatan (metode Gravimetri), gula
reduksi (Somogyi-Nelson), total gula
(metode Fenol Sulfat) [14] dan asam folat
(spektrofotometri UV-VIS) [15].
Identifikasi monomer asam folat dan
asam glutamat dilakukan melalui LC-MS
(Mariner Biospectrometry) dengan LC
(Hitachi L 6200) [16].

Tahapan proses
Proses fermentasi kacang hijau
(tempe)

Sejumlah kacang hijau (P. radiatus)
disortasi, dicuci bersih, direbus selama
30-45 menit selanjutnya didinginkan,
direndam dalam air semalam pada pH 5.
Keesokannya dikupas, dicuci bersih,
ditiriskan  dan  diinokulasi  dengan
inokulum Rhizopus oligosporus strain Cy
pada konsentrasi 0,2 % (b/b) merata,
dibungkus dalam plastik berlubang dan
diinkubasi selama 24-36 jam pada suhu
ruang (28-30°C) sampai terlihat miselia
memenuhi permukaan kacang.
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Proses fermentasi brokoli.

Dilakukan blansing pada brokoli
selama 5 menit pada suhu 80 °C,
selanjutnya dilumatkan pada rasio 1
bagian brokoli dan 4 bagian air sehingga
diperoleh bubur dan difiltrasi lolos 60
mesh. Filtrat (suspensi) adalah substrat
selanjutnya dibubuhi dengan inokulum
brokoli [12] sebanyak 15% (v/b suspensi
brokoli) dan sukrosa 10% (b/b bubur
brokoli) selanjutnya disimpan pada
wadah tertutup dengan aerasi (kain kassa)
pada ruang gelap dan suhu ruang (28-
30°C) selama 3 hari. Seluruh pekerjaan
dilakukan secara aseptis. Perolehan
biomasa adalah  suspensi  brokoli
terfermentasi.

Proses nikstamalisasi jagung

Sejumlah jagung putih jenis gigi
kuda (Zea mays identata) dicuci,
direndam dalam air dengan perbandingan
1 bagian jagung dengan 4 bagian air.
Pada rendaman jagung putih selanjutnya
dibubuhkan Ca(OH). 30% (b/b protein
terlarut jagung) dan direbus selama 30
menit pada suhu 90°C, didinginkan,
dicuci untuk menghilangkan sisa alkali
dan ditiriskan. Biji jagung (nikstamal)
selanjutnya digrinder / digiling dan
diayak lolos 60 mesh sehingga dihasilkan
nikstamal jagung siap digunakan.

Proses pencampuran & emulsifikasi
pasta fortifikan.

Proses pencampuran awal
dilakukan terhadap tempe kacang hijau
dan brokoli terfermentasi pada rasio 1:1
[12] selanjutnya dihomogenisasi pada
kecepatan putar 8000 rpm selama 30

Jurnal Sains dan Kesehatan. 2018. Vol 1. No 9.
p-1SSN: 2303-0267, e-ISSN: 2407-6082

menit  sehingga  dihasilkan  pasta
campuran tempe & brokoli fermentasi.
Selanjutnya dibubuhkan nikstamal jagung
(5 bagian), dan gelatin pada konsentrasi
1% dan homogenisasi dilakukan kembali
pada kecepatan putar 8000 rpm selama
30 menit sampai diperoleh pasta
campuran tempe kacang hijau, brokoli
terfermentasi dan nikstamal jagung putih
kemudian dikeringkan pada pengering
kabinet pada suhu 50°C selama 24 jam
dan pengecilan ukuran partikel (grinder),
pengayakan lolos 60-80 mesh. Perolehan
serbuk adalah bahan suplemen untuk
asam folat alami. Proses yag sama
dilakukan dengan kombinasi perlakuan
sesuai rancangan penelitian. Kontrol
dilakukan terhadap perlakuan tanpa
penambahan gelatin (0%), dengan
homogenisasi 4000 rpm selama >10
detik atau diasumsikan sebagai O rpm.
Gambar 2 memperlihatkan skema proses
keseluruhan pembuatan serbuk suplemen
asam folat alami.

HASIL DAN PEMBAHASAN

(1) Karateristik bahan.

Bahan utama dalam pembuatan
suplemen asam folat alami terdiri dari
campuran tempe k. hijau, brokoli
terfermentasi dan nikstamal jagung
masing-masing adalah hasil fermentasi
menggunakan inokulum R. oligosporus
C1, kultur kombucha dan nikstamalisasi
menggunakan Ca(OH).. Komposisi ke
tiga jenis bahan ditunjukkan pada Tabel 1,
sedangkan Gambar 3a, 3b dan 3c
berturut-turut memperlihat ke tiga jenis
bahan awal.
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Brokoli Kagang hijau
l Pencucian, perebusan, perendaman,
Blansing (5”) penguljtan y kulit
(1 bagian)
v Pendidihan dalam air asam
Air (panas) - Pelumatan, filtrasi lolos 60 mesh 45-6Q menit
(4 bagian) F
Filtrat Penirisan sampai suhu ruang
Inokulum 15% _,Fermen{asi 3 hari Inokulum tempe . Fermentasi 24 Jam, suhu ruang
Sukrosa 10%  suhu ruang, tertutup,
Ruang gelap Tempe(1 bagian)

Broccoli terfermentasi (1 bagian)
Pencampuran,
homogenisasi 8000 rpm, 30 menit

Nikstamal jagung (5 bagian) — Pasta campuran tempe k. hijau & brokoli terfermentasi (1 bagian)

Gelatin*** > Homogenisasi Y30 menit** , pengeringan 50°C, 24 jam.

Pengecilan ukuran, lolos 80 mesh

Serbuk as;m folat alami

Gambar 2. Skema proses pembuatan serbuk campuran tempe k. hijau, brokoli terfermentasi dan nikstamal
jagung putih untuk suplemen asam folat alami.
Keterangan : *) inokulum Rhizopus oligosporus strain C1 0,2% (b/b); **) 0, 8000, 9500, 13500 dan 20500
rpm;***) 0, 1,2,3,4 dan 5%

Tabel 1. Komposisi bahan.

Komponen Jenis Bahan
Tempe Nikstamal Brokoli Pasta campuran*®
Kacang hijau Jagung putih Terfermentasi
Asam Folat (ug/mL) 251 182,5 188.47 326,27
Protein terlarut (mg/mL) 1,76 2,1 1,9 3,2
Total Gula (mg/mL) 31 37 30 34,50
Gula Reduksi (mg/mL) 646 82 301,1 544,0
Total padatan (%) 38.00 51,49 7,10 43,22

Keterangan :*) pada rasio tempe k. hijau, brokoli terfermentasi dan nikstamal jagung putih 1:1:5.

Tempe K. hijau menghasilkan proses  fermentasi  kacang  hijau

asam folat terbaik (251 ug/mL), lebih
tinggi dibandingkan dengan brokoli
terfermentasi  (188.47 ug/mL) maupun
nikstamal jagung (182,5 ug/mL). Pada

Jurnal Sains dan Kesehatan. 2018. Vol 1. No 9.
p-1SSN: 2303-0267, e-ISSN: 2407-6082

peningkatan asam folat terjadi sebesar
120,17 % atau 1,2 kali dibandingkan
dengan sebelum fermentasi (114 pg/mL)
[4]. Diduga hal ini disebabkan oleh
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aktifitas  spesifik  protease  dalam
mendegradasi protein menjadi asam-asam
amino terutama asam glutamat [17].
Diketahui bahwa asam folat
(C19H19N7Os , berat molekul 441 Da.)
memiliki struktur kimia terdiri dari 3
gugus yaitu pteridin, para aminobenzoic
acid/PABA dan asam glutamat [3,18].
Ketiga ~ gugus  tersebut  tersebut
mengandung atom nitrogen dimana
keberadaan asam glutamat menjadi
indikasi utama sebagai asam folat. Hal ini
menyebabkan keberadaan asam folat
dimungkinkan berbanding lurus dengan
konsentrasi protein terlarut dan N-Amino.
Hal yang sama juga tampak pada proses
nikstamalisasi jagung dimana terjadi
peningkatan asam folat sebesar 94,44 %
dari sebelum (93.86 pug/mL) dan sesudah
nikstamalisasi (182,5 pg/mL ) yang
diduga disebabkan interaksi antara
konsentrasi Ca(OH). (20%) dengan
waktu perebusan (30 menit). Absorbsi
asam folat oleh Ca(OH). yang didukung
proses perebusan menyebabkan
terjadinya pengikatan asam folat pada
nikstamal jagung [10]. Kecenderungan
yang sama tampak pada proses
fermentasi brokoli yang meningkatkan
asam folat sebesar 115,39 % atau 1,15
kali dibandingkan sebelum fermentasi
(87,5 pg/mL) [19] menjadi 188.47 pg/mL
pada kondisi proses optimum.
Peningkatan ini diduga diesebabkan
aktifitas enzyme dihydrofolate synthase
(DHFS) dan enzyme folypolyglutamate
synthase (FPGS) baik pada kultur
kombucha maupun brokoli membentuk
dihydrofolate dan polyglutamat folate,
suatu bentuk derivate asam folate [6].
Komponen penting lainnya adalah
gula reduksi yang menjadi indikator
proses fermentasi dimana degradasi
sukrosa pada brokoli terfermentasi,
hidrolisis enzim amylase pada fermentasi
kacang hijau dan pengikatan Ca(OH)2
pada jagung menghasilkan gula-gula
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sederhana masing-masing sebesar 646, 82
dan 30,11 mg/mL vyang berpotensi
sebagai sumber energi pada suplemen.
Terhadap protein terlarut, total gula dan
total solid ke tiga jenis bahan masing-
masing mengindikasikan aktifitas enzim
(protease, amylase) inokulum
R.oligosporus strain C; dan kultur
kombucha masing-masing untuk tempe
kacang hijau dan brokoli terfermentasi
dan kondisi proses nikstamalisasi pada
jagung. Pada proses pencampuran ke tiga
komoditas terjadi perbedaan komposisi
yang dipengaruhi oleh rasio bahan dan
proses homogenisasi.

(2). Pengaruh proses emulsifikasi dan
pengeringan  terhadap  komposisi
serbuk suplemen asam folat.

Proses  emulsifikasi  dengan
perbedaan kecepatan putar homogenizer
dan konsentrasi gelatin yang selanjutnya
di keringkan melalui pengering kabinet
pada suhu 50°C selama 24 jam
menghasilkan serbuk suplemen.

Asam folat (ug/mL), Protein terlarut
(mg/mL) dan Total Padatan (%)

Asam folat (pteroyl-L-glutamic
acid, pteroyl-L-glutamate,
pteroylmonoglutamic acid)dan protein
terlarut adalah satu kesatuan dimana
asam folat merupakan derivat protein
terlarut. Hal ini disebabkan struktur asam
folat terdiri dari PABA (para amino
benzoat), asam glutamat dan pteridin [3].
Keberadaan asam glutamat menjadikan
asam folat memiliki sifat fisik hampir
sama dengan asam-asam amino lainya
terhitung sebagai protein terlarut menurut
metode Lowry [13]. Terhadap asam folat,
penambahan gelatin meningkatkan asam
folat sejalan dengan kecepatan putar
homogenizer sampai dicapai kondisi
optimum (374,29  pg/mL)  pada
konsentrasi gelatin 3% dengan kecepatan
putar 9500 rpm seperti ditunjukkan pada
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Gambar 4a. Peningkatan ini diduga
disebabkan oleh semakin tingginya
kecepatan  putar  sehingga terjadi
pengecilan ukuran partikel oleh benturan
dari gaya dorong/tekanan pengaduk. Pada
ukuran partikel yang lebih rendah,
dimungkinkan tegangan permukaan yang
lebih  besar sehingga meningkatkan
adsorbsi asam folat. Pada konsentrasi
gelatin yang lebih tinggi (5%) dengan
kecepatan putar yang sama, sistem
emulsifikasi  diduga tidak  mampu
menahan absorbsi asam folat atau
terjadinya lisis asam folat oleh faktor-
faktor interen  sehingga menurunkan
asam folat. Asam folat bersifat tidak
stabil terhadap panas, tekanan dan cahaya
sehingga perlakuan proses berpengaruh
terhadap perolehannya [1; 20; 21].
Dibandingkan dengan perlakuan kontrol
yaitu gelatin 0%, kecepatan putar O rpm,
perlakuan optimum ini meningkatkan
asam folat sebesar 56,16 % dari 239,68
pg/mL menjadi 374,29  pg/mL.
Kecenderungan yang hampir sama
tampak pada protein terlarut meskipun
pada kecepatan putar 20500 rpm dengan
gelatin 5% mulai terjadi penurunan
protein terlarut seperti ditunjukkan pada
Gambar 4b. Optimisasi berdasarkan

protein terlarut serbuk suplemen dicapai
pada kombinasi perlakuan kecepatan
putar 20500 rpm dengan gelatin 5% yang
menghasilkan protein terlarut sebesar
7.88 mg/mL. Peningkatan ini disebabkan
oleh kontribusi gelatin sumber protein
(colagen) sehingga proses emulsifikasi
akan melarutkan protein keseluruhan baik
dari gelatin maupun bahan keseluruhan.
Dibandingkan dengan perlakuan kontrol
yaitu gelatin 0%, kecepatan putar O rpm,
perlakuan optimum (kecepatan putar
13500, gelatin 5%) ini meningkatkan
protein terlarut sebesar 16 % dari 6,8
mg/mL menjadi 7,88 mg/mL.

Total gula (mg/mL) dan Gula reduksi
(mg/mL)

Total gula dan gula reduksi adalah
komponen keseluruhan karbohidrat pada
serbuk suplemen vyang berasal dari
campuran tempe, brokoli terfermentasi
dan nikstamal jagung. Ke dua komponen
ini  merupakan sumber energi pada
produk suplemen selain dari komponen
utama asam folat alami. Terhadap total
gula, interaksi perlakuan kecepatan putar
dan konsentrasi gelatin menurunkan total
gula serbuk suplemen seperti ditunjukkan
pada Gambar 5a.

THEC

an (é)—nikstamal jgu ng putih (Zea mays

identata).
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Gambar 4. Hubungan antara konsentrasi gelatin dengan kecepatan putar homogenisasi terhadap (a) asam
folat dan (b) protein terlarut serbuk suplemen untuk wanita hamil.
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Gambar 5. Hubungan antara konsentrasi gelatin dengan kecepatan putar homogenisasi terhadap (a) total
gula dan (b) gula reduksi dan (c) total padatan serbuk suplemen untuk wanita hamil.

Optimisasi proses terhadap total

gula dicapai pada perlakuan tanpa
pembubuhan  gelatin  (0%) dengan
kecepatan putar 13500 rpm yang

menghasilkan total gula sebesar 54.21
ug/mL Penurunan total gula diduga
terjadi disebabkan proses pengeringan

yang memungkinkan terjadinya
perubahan struktur kimia komponen.
Kemungkinan  terbentuknya  pigmen

coklat melanoidin seperti pada umumnya
reaksi Maillard yaitu reaksi antara gula
dan protein (gelatin dan pasta campuran)
menyebabkan terjadinya karamelisasi [5;
22] sehingga tidak terdeteksi sebagai gula
menurut metode Fenol Sulfat [14].
Dibandingkan dengan perlakuan kontrol
yaitu gelatin 0%, kecepatan putar O rpm,
perlakuan optimum (kecepatan putar
13500, gelatin 0%) ini meningkatkan
total gula sebesar 21,98 % dari 44.44
mg/mL menjadi 54.21 mg/mL. Te
rhadap gula reduksi, interaksi perlakuan
kecepatan putar dan konsentrasi gelatin
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cenderung menghasilkan gula reduksi
yang berfluktuatif pada serbuk suplemen
seperti ditunjukkan pada Gambar 5b.
Optimisasi dicapai pada kecepatan putar
0 rpm dengan gelatin 5% yang
menghasilkan  gula reduksi  sebesar
890,10 mg/mL. Peningkatan gula reduksi

diduga disebabkan tidak adanya
homogenisasi sehingga tidak
menyebabkan lisisnya gula sehingga
konsentrasinya ~ semakin ~ meningkat

sejalan dengan peningkatan konsentrasi
gelatin. Sistem pengikatan komponen
melalui emulsifikasi ini menyebabkan
bahan menjadi lebih kompak sehingga
pada sistem pengeringan akan diperoleh
gula reduksi serbuk suplemen yang lebih
pekat menurut metode Nelson Somogyi
[14]. Dibandingkan dengan perlakuan
kontrol yaitu gelatin 0%, kecepatan putar
0 rpm, perlakuan optimum (kecepatan
putar 0 rpm, gelatin 5%) ini
meningkatkan gula reduksi sebesar
140,66 % atau 1,46 kali dari 369.86

491



Proses Emulsifikasi dan Pengeringan Pasta Campuran Sumber Asam Folat Alami dan Identifikasinya dalam

Perolehan Serbuk Suplemen untuk Wanita Hamil

mg/mL  menjadi  890.10 mg/mL.
Terhadap  padatan  Kkering,  proses
emulsifikasi dan selanjutnya pengeringan
menghasilkan serbuk suplemen dengan
total padatan yang semakin meningkat
sampal  tercapai  optimisasi  seperti
ditunjukkan pada Gambar 5c. Padatan
kering merupakan akumulasi dari seluruh
komponen baik terlarut maupun tak larut
dalam air. Peningkatan total solid diduga
lebih  disebabkan kontribusi gelatin
sampai pada konsentrasi 3%, namun pada
konsentrasi 5% terjadi penurunan total
solid pada beberapa perlakuan yang
diduga disebabkan terjadinya denaturasi,
lisis atau pelarutan bahan. Total padatan
menjadi acuan dalam serbuk suplemen
karena akan berpengaruh terhadap
keseluruhan produk terutama untuk masa
simpan, perhitungan berat suplemen per
kapsul , penampilan dan keseluruhan
komposisi produk suplemen. Optimisasi
proses dicapai pada kecepatan putar
20500, gelatin 3% dengan total padatan
sebesar 91,19%. Dibandingkan dengan
perlakuan kontrol yaitu gelatin 0%,
kecepatan putar O rpm, perlakuan
optimum ini meningkatkan total padatan
sebesar 3,26 % dari 88.31 % menjadi
91,19%.

Dari telaah diketahui bahwa
berdasarkan  perolehan asam folat
tertinggi, optimisasi proses dicapai pada
perlakuan kecepatan putar homogenisasi
9500 rpm, pada konsentrasi gelatin 3%
yang menghasilkan asam folat sebesar
374, 29 ug/mL. Gambar 6a, 6b dan 6¢
berturut-turut  memperlihatkan  pasta,
serbuk dan suplemen asam folat alami
untuk wanita hamil.

3. Idensifikasi Asam folat

Idensifikasi monomer asam folat
dilakukan melalui LCMS pada contoh dari
proses (pasta) dan sesudah proses
(serbuk) dari perlakuan kecepatan putar
homogenisasi 9500  rpm, pada
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konsentrasi gelatin 3% yang beracu pada
standar asam folat .

Standar standar asam folat.

Idensifikasi ~ monomer  pada
standar asam folat diperoleh 1 peak
kromatogram dengan waktu retensi 0-5
menit yaitu T 1.6 dengan relatif intensitas
100% seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 7a, sedangkan mass spektranya
ditunjukkan pada Gambar 7b.

Mass spektra standar asam folat
pada 99-1200 mz menunjukkan dominasi
senyawa dengan berat molekul 442.44 Da.
Asam folat diketahui berberat molekul
441 Da. [5]. Berdasarkan LCMS
diketahui bahwa dimungkinkan suatu
senyawa memperlihatkan perbedaan BM
dimana kemungkinannya adalah sebagai
M", M+Na",2M™*" atau2 M* + Na".
Hal ini disebabkan oleh adanya ionisasi
karena sensitifitas instrumen LC-MS
yang berkaitan dengan eluent yang
digunakan. Kondisi operasi LC-MS
adalah pada volume injeksi 5 L, laju alir
0.1 mL/menit dengan eluent campuran
Metanol dan Air pada rasio 80 : 20,
menggunakan kolom C-8 (15 mm x 2
mm) [16].

Pasta campuran.

Identifikasi asam folat pada pasta
campuran dari proses terbaik (9500 rpm,
gelatin 3%). Contoh sebanyak 2 mg
ditambahkan 950 ul methanol 100%,
ditambahkan NH4OH 1% sebanyak 50 pl
diaduk dengan vortex dan disentrifugasi.
Filtrat disaring dengan saringan 0.45 pum,
filrat siap diinjeksi pada sistem LCMS.
Analisis LCMS dikondisikan dengan
menggunakan eluen campuran campuran
80% metanol dan 20% air masing-
masing mengandung Asam  Asetat
(CH3COOH) 0,3% sebagai pengion.
Contoh sebanyak 5 pl diinjeksikan pada
alat LCMS dengan flow rate 0,1
mL/menit dengan eluent campuran
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Metanol dan Air pada rasio 80 : 20,
menggunakan kolom C-8 (15 mm x 2
mm) [16]. Hasil identifikasi

menghasilkan kromatogram dengan 2
T 22

jenis peak sebagai T 1,9 dan

seperti ditunjukkan pada Gambar 7a,
sedangkan mass spektra masing-masing
peak ditunjukkan pada Gambar 7b dan
7c.

Gambar 6. (a) pasta, (b) serbuk dan (c) suplemen

asam folat alami dari campuran tempe, brokoli

terfermentasi dan nikstamal jagung dengan pengemulsi gelatin untuk wanita hamil.

BPI=>NR(2.00)
ns 1038

B

g2

% Intensity
B s suwmams

T T
Retention Time (Min

% Intensity

Mariner Spec [46:48 (T/1.71:1.79) 31:42 (T-171:1.78) ASC=>NR(2.00)BP = 4424, 206]
ey 50

g

(o

2170
4,08 66319 884.00

| e lz“? 20529 53066 | 81077 § 103161

1) ED o

gz S m s me

1200
Mass (m/z)

Gambar 7. (a) Kromatogram standar asam folat dengan T 1,6, (b) mass spektra standar asam asam folat
dengan T 1.6 antara 99-1200 m/z.
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Gambar 7. (a) Kromatogram monomer asam folat dengan waktu retensi antara 0-10 menit , (b) Mass spectra
dari T 1,9dan (c) T 2, 2 antara 441-444 m/z dari pasta campuran pada perlakuan kecepatan putar
homogenisasi 9500 rpm, konsentrasi gelatin 3%) sebelum proses pengeringan.

Dari mass spektra T 1,19
ditemukan senyawa 14 monomer identik
sebagai asam folat dengan berat molekul
antara 441,01 sampai dengan 443,76 Da. ,
intensitas relatif antara 2,41 sampai
dengan 6,65%. Dominasi monomer asam
folat diperoleh pada monomer berberat
molekul 442,68 Da. (M*) dengan
intesitas relatif 8,46%. Sedangkan pada
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T 2,2 ditemukan 18 senyawa identik
sebagai asam folat dengan berat molekul
antara 441.14 sampai dengan 443.78 Da.
dengan intensitas relatif antara 2.29
sampai dengan 5.72%. Dominasi
monomer asam folat diperoleh pada
monomer berberat molekul 442.9557 Da.
dengan intesitas relatif 5.72%.
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Serbuk suplemen

Identifikasi asam folat pada
serbuk suplemen yaitu pasta campuran
hasil emulsifikasi yang telah dikeringkan
dilakukan dengan metode yang sama
dengan pasta campuran. Hasil

BPISHR(A00)
1

T
Retention Time (Min)

identifikasi menghasilkan kromatogram
dengan 2 jenis peak sebagai T 1,9 dan T
2,2 seperti ditunjukkan pada Gambar 8a,
sedangkan mass spektra ditunjukkan pada
Gambar 8b.

Meriner Spec 154:58 (112.02:2.18) ASC=>CTBP = 365.5, 343]
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Gambar 8. (a) Kromatogram monomer asam folat dengan waktu retensi antara 0-10 menit , (b) Mass spectra
dari T 2, 1 antara 441-444 m/z dari serbuk suplemen dari perlakuan dengan kecepatan putar homogenisasi
9500 rpm, konsentrasi gelatin 3%).

Dari mass spektra T 2,21 ditemukan
senyawa 17 monomer identik sebagai
asam folat dengan berat molekul antara
441,116 sampai dengan 443,85 Da.,
intensitas relatif antara 1.58 sampai
dengan 6.3%. Dominasi monomer asam
folat diperoleh pada monomer berberat
molekul 442.62 Da. (M*) dengan
intesitas relatif 4.2 %. Dari telaah
idensifikasi monomer asam folat pada ke
dua jenis contoh secara keseluruhan
diketahui bahwa asam folat lebih
terakumulasi pada pasta dibandingkan
dengan serbuk kering.

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan
bahwa optimisasi kondisi proses terbaik
Hasil penelitian menunjukkan bahwa
semakin  tinggi  kecepatan  putar
homogenizer dan konsentrasi gelatin,
akan meningkatkan asam folat, protein
terlarut dan total padatan namun
menurunkan total gula dan gula reduksi
sampai  dicapai  optimisasi  diikuti
penurunan komponen serbuk suplemen.
Pada masing-masing optimisasi asam
folat, protein terlarut, total padatan, total
gula dan gula reduksi terjadi peningkatan
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komponen berturut-turut sebesar 56,16,
16, 3,26, 21,98 dan 140,66 % atau 1,46
kali dibandingkan dengan konsentrasi
masing-masing komponen pada
perlakuan tanpa pembubuhan gelatin dan
tanpa homogenisasi. Perlakuan optimum
berdasarkan asam folat terbaik dicapai
pada kombinasi perlakuan gelatin 3%
dengan kecepatan putar 9500 rpm selama
30 menit yang menghasilkan serbuk
suplemen dengan komposisi asam folat
374,29 pg/mL, protein terlarut 6.30
mg/mL, total gula 16.64 pg/mL, gula
reduksi 744.70 mg/mL dan total padatan
91,12%. ldentifikasi asam folat pada
pasta campuran diperoleh 2 peak dengan
waktu retensi masing-masing T 1,9dan T
2,2 . Mass spektra pada ke dua waktu
retensi  tersebut  didominasi  oleh
monomer asam folat berberat molekul
(M*1) masing-masing 442,68 dan 442,95
Da. dengan intesitas relatif masing-
masing 8,46 dan 5,72 %, sedangkan pada
produk serbuk suplemen diperoleh 1 peak
dengan waktu retensi T 2,1 dengan
dominasi monomer asam folat berberat
molekul 442,62 pada intensitas relatif
4,2% .
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