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Abstrak
Rice is a staple food that covers almost two-thirds of the world's population including in Indonesia. Rice has a high glycemic index so it is avoided by people with diabetes mellitus. Some research shows that the management of diabetes mellitus can use foods rich in resistant starch (RS) one of which is parboiled rice, which has a low glycemic index and is able to encourage the growth of probiotics in the intestines so that it is beneficial for diabetes mellitus. This study aims to determine the effect of giving chromium, magnesium and cinnamon fortified parboiled rice on the number of Lactic Acid Bacteria (BAL), pH levels and Short Chain Fatty Acids (SCFA) in diabetic mice. In this study used groups of TSPS rats (Diet of parboiled rice fortified chromium and magnesium in diabetic mice), TDPS (Diet of parboiled rice fortified chromium, magnesium and cinnamon in diabetic mice), TDNP (Diet of parboiled rice non fortification in diabetic rats), TDNPF (Diet of ciherang rice in diabetic rats), TDPF (Standard feed diet for healthy mice), TDPFK (Standard feed diet in diabetic rats). Treatment is given for 14 days. BAL analysis uses the platting method agar de Man Rogosa and Sharpe, pH levels using electronic pH meters and SCFA using Gass Chromatography (GC). Statistical analysis using one way anova if the difference is real followed by duncan multiple rage test. The results showed  that  there was no significant difference between pH levels in the TDPF and TDPFK control groups and the treatment groups (TSPS, TDPS, TDNP, TDNPF). While there was no noticeable difference in the number of BAL and SCFA between the TDPF and TDPFK control groups and the treatment groups (TSPS, TDPS, TDNP, TDNPF). 
Keywords: diabetes, fortification, microbial digesta, parboiled
PENDAHULUAN
Beras (Oriza sativa L.) dikonsumsi 2/3 dari populasi penduduk dunia dan setengahnya menjadikan beras sebagai sumber utama energi dalam menu makanan sehari-hari termasuk di Indonesia (Anonim, 2004). Namun, beras sering dihindari oleh penderita diabetes mellitus (DM) karena menganggap bahwa mengkonsumsi nasi dapat meningkatkan kadar glukosa darah dengan cepat.

DM merupakan kondisi kronis yang ditandai dengan adanya peningkatan kadar glukosa darah karena tubuh tidak dapat memproduksi insulin dalam jumlah yang cukup atau karena sel-sel tubuh tidak bisa merespon secara baik insulin yang dihasilkan oleh sel-sel beta pankreas. Berdasakan laporan International Diabetes Federation tahun 2020, Indonesia menduduki posisi ke empat jumlah penderita diabetes terbanyak di dunia dengan prevalensi sebanyak 10.276 juta jiwa atau sebesar 6,7% dari total populasi dan diperkirakan pada tahun 2045 mencapai 16,6 juta jiwa.
Salah satu upaya penanganan DM adalah pengelolaan diet dengan cara mengonsumsi makanan berindeks glikemik rendah (Marsono dkk, 2013; Gellar dkk, 2009), mengonsumsi makanan yang mengandung RS (Shih dkk, 2007; Kwak dkk, 2012; Zhou dkk, 2015). Salah satu produk pangan yang memiliki indeks glisemik yang rendah adalah beras parboiled. Sebagian besar, penderita diabetes mellitus mengalami defisiensi mikronutrien kromium dan magnesium. Kromiun bekerjasama dengan insulin untuk mempermudah glukosa masuk ke dalam sel sehingga jika kekurangan dapat mengakibatkan toleransi glukosa terganggu (Atmosukarto dan Rahmawati, 2004). Kekurangan magnesium dapat menyebabkan penurunan reseptor insulin yang dapat menyebabkan resistensi insulin (Sales dan Pedrosa, 2006). Dengan fortifikasi kromium, magnesium dan kayu manis dalam pengolahan beras parboiled diharapkan menjadi makanan fungsional bagi penderita diabetes mellitus.  

Penelitian yang dilakukan oleh Yulianto dkk (2017), beras parboiled yang difortifikasi kromium, magnesium dan  kayu manis dengan perendaman 65 ℃ selama 2,5 jam dan pendinginan pada suhu 2 ℃ selama 12 jam memiliki IG terendah sebesar 20,03 dan kandungan resistant starch tertinggi sebesar 23,99%. RS difermentasi oleh bakteri probiotik yang menghasilkan SCFA seperti asam asetat, propionat dan butirat. SCFA juga mampu menurunkan pH usus, meningkatkan absorpsi kalsium, mengurangi penyerapan amonia dan amina sehingga dapat mencegah tekanan darah tinggi (O’Toole dan Cooney, 2008).

Berdasarkan latar belakang di atas, peneliti tertarik untuk meneliti tentang profil mikrobia digesta tikus yang diinduksi STZ yang diberikan beras parboiled terfortifikasi kromium, magnesium dan ekstrak kayu manis.

METODE PENELITIAN
Bahan dan alat

Beras parboiled yang dibuat menggunakan beras ciherang (CIHERANG SS, Sleman, Yogyakarta) yang diperoleh di took pertanian Yogyakarta, kromium dan magnesium diperoleh dari took kimia Yogyakarta, dan kayu manis yang diperoleh di Pasar Gamping Yogyakarta. Reagen kimia yang meliputi Asam sulfat, NaOH, Na thio, asam borat, metil merah, bromksol, aquadest diperoleh di toko kimia Yogyakarta. Tikus wistar jenis kelamin jantan usia 2 bulan berat 180-200 g, diperoleh dari Pusat Studi Pangan dan Gizi (PSPG) UGM Yogyakarta. Reagen STZ NA untuk injeksi diabetes. Pembuatan beras parboiled menggunakan alat baskom, panci perebus, kompor, nampan, thermometer suhu, freezer, mesin pengering, alat pengecek suhu. Uji Proksimat menggunakan alat botol ukur, pipet tetes, spatula, krus orselin, labu kjeldahl, gelas ukur alat destilasi, timbangan, eksikator, oven.
Pembuatan beras parboiled

Langkah pertama yaitu gabah ciherang dilakukan perendaman selama 150 menit dengan suhu 650C. Saat perendaman ditambahkan kromium sebanyak 10 mg/L, Magnesium 1,8 g/L dan kayu manis 10% dari berat gabah. Selanjutnya dilakukan perebusan pada suhu 1000C selama 20 menit. Pendinginan dilakukan setelah perebusan dalam waktu 12 jam pada suhu 00C. Setelah itu dilakukan pengeringan menggunakan cabinet dryer pada suhu 500C selama 5 jam atau kadar air mencapai 14%. Gabah kering kemudian digiling untuk memperoleh beras parboiled.
Pengujian beras parboiled ke tikus

Pemberian diet pada hewan coba mengacu pada diet pakan standar AIN93 Modifikasi (Reeves et al., 1993) dengan formulasi sebagai berikut:

Tabel 1. Formulasi Pakan AIN93 modifikasi beras parboiled fortifikasi Cr, Mg dan Kayu Manis

	Bahan
	Kkal/g
	% Komp
	Berat (g)
	Kalori (kkal)

	
	
	
	AIN 93
	Modif BP
	AIN 93
	Modif BP

	Maizena
	3,75
	
	620,7
	215
	2327,63
	806,25

	beras 
	3,54
	
	0
	559,28
	0
	1979,85

	kasein (85% protein)
	4
	11,56
	140
	75,35
	560
	301,4

	Sukrosa
	2,4
	
	100
	100
	240
	240

	minyak kedelai
	9,4
	1,69
	40
	30,54
	360
	274,86

	Serat
	2
	8,94
	50
	0
	100
	0

	mineral mix
	
	
	35
	35
	
	

	vitamin mix
	
	
	10
	10
	
	

	L-cystin
	
	
	1,8
	1,8
	
	

	cholin bitatrate
	
	
	2,5
	2,5
	
	

	Total
	 
	
	1000
	1029,47
	3603,63
	3602,36


Tabel 2. Formulasi Pakan AIN93 modifikasi beras parboiled fortisikasi Cr, Mg

	Bahan
	Kkal/g
	
	Berat (g)
	Kalori (kkal)

	
	
	
	AIN 93
	Modif BP
	AIN 93
	Modif BP

	Maizena
	3,75
	
	620,7
	218
	2327,63
	817,5

	beras 
	3,55
	
	0
	587,54
	0
	2085,76

	kasein (85% protein)
	4
	11,23
	140
	74,02
	560
	296,08

	Sukrosa
	2,4
	
	100
	50
	240
	120

	minyak kedelai
	9,4
	1,43
	40
	31,59
	360
	284,31

	Serat
	2
	8,51
	50
	0
	100
	0

	mineral mix
	
	
	35
	35
	
	

	vitamin mix
	
	
	10
	10
	
	

	L-cystin
	
	
	1,8
	1,8
	
	

	cholin bitatrate
	
	
	2,5
	2,5
	
	

	Total
	 
	 
	1000
	1010,45
	3603,63
	3603,65


Tabel 3. Formulasi Pakan AIN93 Modifikasi Beras Parboiled non Fortifikasi
	Bahan
	Kkal/g
	% Komp
	berat (g)
	     kalori (kkal)

	
	
	
	AIN 93
	Modif BP
	AIN 93
	Modif BP

	Maizena
	3,75
	
	620,7
	163
	2327,63
	611,25

	beras 
	3,49
	
	0
	656,16
	0
	2289,99

	kasein (85% protein)
	4
	10,53
	140
	70,91
	560
	283,64

	Sukrosa
	2,4
	
	100
	50
	240
	120

	minyak kedelai
	9,4
	 1,02
	40
	33,3
	360
	299,7

	Serat
	2
	 7,62
	50
	0
	100
	0

	mineral mix
	
	
	35
	35
	
	

	vitamin mix
	
	
	10
	10
	
	

	L-cystin
	
	
	1,8
	1,8
	
	

	cholin bitatrate
	
	
	2,5
	2,5
	
	

	Total
	 
	 
	1000
	1022,67
	3603,63
	3604,58


Tabel 4. Formulasi Pakan AIN 93 Modifikasi Beras Ciherang

	Bahan
	Kkal/g
	% Komp
	Berat (g)
	Kalori (kkal)

	
	
	
	AIN 93
	Modif BC
	AIN 93
	Modif BC

	Maizena
	3,75
	
	620,7
	
	2327,63
	

	beras 
	3,53
	
	0
	899,28
	0
	3174,45

	kasein (85% protein)
	4
	9,41
	140
	55,38
	560
	221,52

	Sukrosa
	2,4
	
	100
	30
	240
	72

	minyak kedelai
	9,4
	0,88
	40
	32,08
	360
	288,72

	Serat
	2
	5,56
	50
	0
	100
	0

	mineral mix
	
	
	35
	35
	
	

	vitamin mix
	
	
	10
	10
	
	

	L-cystin
	
	
	1,8
	1,8
	
	

	cholin bitatrate
	
	
	2,5
	2,5
	
	

	Total
	 
	 
	1000
	1066,04
	3603,63
	3756,69


Analisis yang dilakukan

a. Analisis jumlah BAL

Analisis mikrobia digesta dilakukan pasa minggu ke-4 (post only). Semua kelompok tikus dianastesi kemudian diambil digesta pada sekum masing-masing tikus untuk dilakukan pengujian populasi mikrobia Bakteri Asam Laktat. Digesta ditimbang 0,5 g kemudian diencerkan dengan 4,5 ml larutan NaCl 0,85% (kelipatan 10) dengan berbagai seri pengenceran. Tiga pengenceran terakhir diplating pada media agar, antara lain: Rogosa agar (Oxoid-Inggris) ditambah 1,32 mL/L asam asetat glasial untuk Lactobacili (Fardiaz, 1993). Kemudian diinkubasi secara aerob. Jumlah sel dihitung sebagai log 10 CFU/g.

b. Analisis kadar pH

Analisis kadar pH dilakukan dengan melarutkan feses dengan larutan eosin 2%. Ujung katoda pH meter dicelupkan ke dalam sampel untuk selanjutnya kadar pH dibaca pada pH meter elektronik.
c. Analisis kadar SCFA

Analisis kadar SCFA menggunakan gass chromatography (GC). Sampel sebanyak 1 mikroliter menggunakan microsirynge untuk diinjeksikan ke dalam injector GC. Selanjutnya sampel akan bergerak melewati kolom menuju detector yang kemudian senyawa akan teridentifikasi secara otomatis dalam bentuk kromatogram.
d. Analisis statistic
Analisis statistic yang digunakan yaitu one way anova pada tingkat kepercayaan 95% untuk mengetahui adanya perbedaan anatara kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol. Apabila diperoleh hasil beda nyata maka dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test. Analisis menggunakan software SPSS versi 25.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN
a. Jumlah BAL

Pada penelitian ini setelah 14 hari perlakuan dilakukan analisis jumlah BAL feses. Sampel diambil dalam sekum melalui proses pembedahan. Hasil dari analisis dapat dilihat pada Tabel 5.
Tabel 5. Jumlah BAL Feses Tikus

	Kelompok
	Rerata Jumlah BAL

Rerata 

	A
	6,8 x 108 

	B
	8,5 x 108 

	C
	4 x 108 

	D

E

F
	8,6 x 107 
3,7 x 108 
1,8 x 108  


Berdasarka Tabel 5 di atas maka dapat diketahui bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok perlakuan dan kelompok control (p>0,05). Dari hasil tersebut terlihat jumlah BAL paling banyak terdapat pada kelompok B yaitu kelompok tikus injeksi STZ NA yang diberikan diet pakan standar ditambah beras parboiled fortifikasi kromium, magnesium, dan kayu manis yaitu sebesar 8,5 x 108. Jumlah total BAL selanjutnya pada kelompok A yaitu kelompok tikus injeksi STZ NA yang diberikan pakan standar dan beras parboiled fortifikasi kromium dan magnesium yaitu 6,8 x 108. diikuti berturut-turut kelompok C yaitu tikus injeksi STZ NA yang diberikan pakan standar dengan beras parboiled non terfortifikasi kromium, magnesium dan kayu manis 4 x 108, diikuti kelompok E yaitu tikus injeksi STZ Na tikus sehat dengan diet pakan standar 3,7 x 108, diikuti kelompok D kelompok tikus diabetes dengan diet pakan standar ditambah beras ciherang 1,8 x 108 dan yang paling sedikit yaitu kelompok F tikus diabetes dengan pakan standar yaitu 8,6 x 107.

Pada penelitian ini, sebelumnya dilakukan anallisis kadar RS pada beras yang diujikan ke tikus. Hasilnya menunjukkan bahwa kadar RS beras A (Parboiled fortifikasi kromium, magnesium) adalah 5,0%, Kadar RS beras B (Parboiled fortifikasi kromium, magnesium dan kayu manis) sebesar 5,2%, kadar RS beras C (Parboiled non fortifikasi) sebesar 5,0%, dan D (beras Ciherang) kadar RS nya adalah 1,6%. Berdasarkan hasil tersebut dapat dilihat bahwa fortifikasi kayu manis meningkatkan kadar RS meskipun hanya 0,2%.

Berdasarkan data tersebut dapat diketahui bahwa fortifikasi kromium, magnesium dan kayu manis memiliki jumlah BAL paling tinggi hal ini dimungkinkan karena kadar RS yang tinggi dalam beras tersebut. Menurut Widowati, dkk. (2007) menginformasikan bahwa proses produksi beras fungsional yaitu pada proses pratanak dalam teh hijau, zat polifenol akan membentuk kompleks dengan pati. Akibatnya enzim pencernaan tidak mengenali bagian yang secara normal dapat dihidrolisis oleh enzim tersebut. Semakin banyak polifenol yang diikat maka akan semakin banyak granula pati yang terbentuk. Proses pendinginan pada proses pratanak akan mengkibatkan granula pati teretrogradasi dan mengakibatkan terbentuk pati yang tahan cerna atau akan berpengaruh terhadap daya cerna pati. Pati yang teretrogradasi berubah struktur kristal pati yang mengarah pada terbentuknya kristal baru yang tidak larut.

Menurut Marisa, 2016 menyatakan bahwa serat telah diketahui memodulasi mikrobiota usus hingga pada tingkat genus dan spesies tertentu seperti Bifidobacterium sehingga dapat menjadi penatalaksanaan bagi penderita DM tipe 2. Pati resisten secara positif mempengaruhi fungsi saluran pencernaan, mikrobia, indeks glikemik dan membantu dalam penanggulangan diabetes (Masrukan, 2020).

b. Kadar pH dan Kadar SCFA

Tabel 6. Kadan pH dan SCFA Feses Tikus

	Kelompok
	Rerata Kadar pH
	Rerata Kadar Asam Asetat

Rerata ± SD
	Rerata Kadar Asam Propionat

Rerata ± SD
	Rerata Kadar Asam Butirat

Rerata ± SD

	A
	6,19 ± 0,15
	6,75 ± 2,65
	1,54 ± 0,56
	0,50 ± 0,19

	B
	5,98 ± 0,71
	8,77 ± 3,13
	1,96 ± 0,92
	0,59 ± 0,25

	C
	6,10 ± 0,16
	6,48 ± 1,16
	1,56 ± 0,27
	0,41 ± 0,09

	D

E

F
	5,99 ± 0,28

7,01 ± 0,56

6,34 ± 0,12
	5,91 ± 1,19

6,45 ± 2,59

6,93 ± 1,59
	2,01 ± 0,35

1,72 ± 0,43

1,75 ± 0,30
	0,43 ± 0,05

0,44 ± 0,18

0,62 ± 0,11


Penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan kadar pH antara kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol (p<0,05). pH paling rendah terdapat pada kelompok B yaitu pada kelompok tikus diabetes dengan pakan standar ditambah beras fortifikasi kromium, magnesium dan kayu manis diikuti kelompok D dengan kelompok tikus diabet pakan standar ditambah beras parboiled non fortifikasi kromium, magnesium, dan kayu manis, selanjutnya berturut-turut yaitu kelompok C, D kemudian kelompok E. pH rendah dapat mendorong pertumbuhan bakteri menguntungkan dan dapat menekan pertumbuhan bakteri tidak menguntungkan di dalam usus. Kondisi seperti ini berdampak positif bagi penderita diabetes melitus karena adanya mikrobia mampu menyeimbangkan komposisi microbiota usus yang dapat membantu dalam regulasi glukosa dan lipid.
Tabel 6 menunjukkan kadar SCFA Feses baik Asam Asetat, AsamPropionat, dan Asam Butirat tidak terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok (p>0,05). Namun demikian, dapat diketahui bahwa jumlah Asam asetat paling tinggi terdapat pada kelompok B, Asam propionate paling tinggi pada kelompok D dan Asam butirat paling tinggi terdapat pada kelompok B.

SCFA merupakan zat utama yag dihasilkan oleh microflora di dalam kolon. RS termasuk salah satu prebiotik untuk memacu pertumbuhan bakteri yang menguntungkan seperti Bifidobacteria dan Lactobacilli, serta dapat menghambat pertumbuhan bakteri yang merugikan seperti Bacteroides dan Clostridia. Oleh karena itu RS dapat dimanfaatkan sebagai makanan prebiotik untuk menjaga kesehatan usus. Produk fermentasi karbohidrat tak tercerna termasuk RS adalah asam lemak rantai pendek, terutama asam asetat, asam propionat dan asam butirat. Di dalam kolon, RS dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon dalam proses fermentasi oleh mikroba kolon dan meningkatkan konsentrasi SCFA, khususnya asam asetat, asam propionat dan asam butirat, yang berpotensi fungsional pada kesehatan kolon karena dapat menurunkan pH, mencegah kanker dan peradangan kolon (Beards dkk., 2010 dalam Masrukan 2020).

KESIMPULAN

Pemberian beras terfortifikasi kromium, magnesium dan kayu manis tidak memberikan perbedaan jumlah BAL dan SCFA feses secara nyata antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol. Namun, memberikan perbedaan yang nyata terhadap kadar pH feses dimana, pH terendah dimiliki oleh kelompok diabetes yang diberi beras parboiled dengan fortifikasi kromium, magnesium dan kayu manis, sedangkan paling tinggi dimiliki oleh tikus dengan diet pakan standar tikus sehat.
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