KOBALAMIN, KOBALAMIN-ANALOG DAN
KEBERADAANNYA DALAM TEMPE

Suparmo *)

Pendahuluan

Faktor anti anemia pernisius, yang
berada dalam ekstrak hati, pertama kali
dijati-dirikan dan dimurnikan oleh Smith
(1948) dan dikristalkan oleh Rickes dkk
(1948). Senyawa tersebut kemudian
dikenal sebagai vitamin B-12. Di alam,
beberapa senyawa serupa juga ditemu-
kan. Semua senyawa yang mengandung
korin dan inti kobalt ini kemudian disebut
kobalamin.

Secara alami, kobalamin hanya
disintesis oleh bakteria. Karena tanaman
tidak bisa mensintesisnya. maka vitamin
ini hanya terdapat dalam hasil hewani.
Dalam saluran pencernaan hewan ter-
dapat bakteria yang mampu mensintesis
vitamin tersebut; beberapa jenis hewan
(misalnya ruminan) bisa mengasimilasi
vitamin B-12 yang dihasilkan.

-Beberapa strain bakteria digunakan
secara - komersial untuk mensintesis
vitamin B-12. Pada beberapa cara fer-
mentasi - lama digunakan proses dua
tahap, yaitu proses anaerob yang disusul
dengan fermentasi aerob. Pada proses
anaerob, cincin korin (Gambar 1) terben-
tuk, disusul pengikatan atom kobalt,
sedangkan selama fermentasi aerobik
gugus dimetilbenzimidazol dihasilkan,
melengkapi struktur keseluruhan. Pada
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Oleh :

proses lainnya yang lebih baru, untuk
mempercepat proses, dimetilben-
zimidazol ditambahkan dari luar untuk
memperpendek proses aerobik.

Secara alami banyak molekul yang
terdiri dari cincin korin, tetapi tidak mem-
punyai dimetilbenzimidazol. Beberapa
dari senyawa tersebut diduga merupakan
prekursor kobalamin. Karena tidak mem-
punyai aktivitas sebagai vitamin B-12,
senyawa tersebut dikenal sebagai B-12
analog atau pseudokobalamin.

Beberapa makanan hasil fermentasi
dilaporkan mengandung vitamin B-12,
misainya tempe (Liem dkk. 1977) dan
Kimchi (Ro dkk. 1979). Laporan tersebut
banyak diambil sebagai acuan, tanpa
mendapatkan penelaahannya lebih
dalam.

Kasus kekurangan vitamin B-12
karena diet sangatlah jarang. Beberapa
kasus yang dialami oleh penderita yang
bukan vegetarian terutama terjadi pada
individu yang mempunyai populasi
bakteria berlebihan dalam sistem pencer-
naannya. Diduga bakteria memproduksi
kobalamin analog yang secara kompetitif -

* menahan penyerapan vitamin B-12.

Aspek Kimia
Secara kimiawi, vitamin B-12 ter-

masuk anggota dari sejumlah senyawa
yang disebut kobalamin (Gambar 1).
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Molekuinya tersusun oleh satu inti atom
kobalt yang mempunyai ikatan koordinasi
dengan korin, yaitu susunan kerangka
empat cincin pirol yang hampir pianar
menyerupai cincin porfirin. Untuk mem-
buatnya stabil, dalam usaha memisahkan
dan mengkristalkan kobalamin, sisi aksial
atom kobalt diisi dengan gugus sianida.
Senyawa yang terbentuk ialah sianoko-
balamin atau vitamin B-12, yang tidak per-
nah dijumpai secara alami dalam makan-
an. Dalam bahan makanan, struktur yang
utama ialah bentuk koenzimnya vyaitu
adenosil kobalamin, dalam keadaan ini
sisi aksial atom kobaltnya diisi oleh
nukleosida adenin, bukannya gugus
sianida. Dalam proses pemasakan,
sebagian adenin tersebut terlepas dan
digantikan oleh molekul hidrogen.
Molekul ini dikenal sebagai hidroksoko-
balamin.

Semua kobalamin yang mempunyai
aktifitas vitamin B-12 mempunyai gugus
5.6 dimetilbenzimidazo! pada sisi aksial
lain pada atom kobaltnya. Gugus inilah
yang kemudian membedakan antara
kobalamin dan pseudokobalamin. Kegu-
naan pseudokobalamin dalam tubuh
belum diketahut.

Analog

Di antara semua vitamin, molekul
vitamin B-12 adalah yang terbesar dan
terkompleks yang memungkinkannya
mempunyai banyak analog. Beberapa
analog terbentuk sebagai prekursor
vitamin B-12, yaitu bentuk aktif dalam
organisme lain atau sebagai derivatif
setelah terjadi perubahan dari struktur-
nya. Perbedaannya dengan vitamin B-12
bisa terletak pada : ligan yang terikat
pada sisi aksial atom kobalt, amida basa

5,6-dimetilbenzimidazol diganti oleh basa |

14

lainnya. Analog macam yang terakhir
terlihat pada tabel 1.

Tabel 1. Basa nukisotida beberapa kobala-

min analog
Nama Basa Nukleotide

Vitamin B-12 5.6-dimetilbenzimi-

(sianokobalamin) dazol
Analog :
Faktor A 2-metiladenin
Faktor B tanpa basa
Faktor C Guanin
Faktor I 5-hidroksibenzimida-

zol

Pseudovitamin B-12  Adenin

Sebanyak 20 macam analog yang
terbentuk secara alami melalui sintesis
oleh bakteria. Senyawa-senyawa alami ini

‘biologis aktif pada masing-masing

bakteria pembentuknya. namun beium
tentu aktif sebagai vitamin B-12 dalam
tubuh manusia. Beberapa di antara
analog tersebut justru secara kompetitif
mengganggu aktivitas kobalamin yang
aktif. Hal ini yang menyusahkan daiam
usaha penentuan aktivitas vitamin B-12
dalam suatu bahan. Kemungkinan
analisis yang terbaik ialah bila manusia
atau bahan yang didapatkan dari
manusia bisa digunakan dalam analisis
vitamin ini.

Absorpsi

Untuk memudahkan pembahasan
tentang analisis, perlu diutarakan sistem
absorpsi pencernaan terhadap kobala-
min.

Absorpsi kobalamin bisa berjalan
melalui dua cara : Absorpsi aktif dengan
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perantaraan faktor intrinsik, yang berupa
glikoprotein yang dihasitkan mukosa sel.
Mekanisme ini sangat penting bagi
penyerapan kobalamin pada dosis
fisiologis (sampai 5 u g). Absorpsi pasi,
yang terjadi bila konsentrasi kobalamin
sangat tinggi, yang melebihi konsentrasi
dalam bahan makanan umumnya.

Urutan prosesnya meliputi (a) pem-
bebasan kobalamin dari bahan lain, (b)
pengikatan kobalamin ke faktor intrinsik,
(c) transit ke ileum, (d) pengikatan
senyawa komplek kobalamin-faktor intrin-
sik pada reseptor di permukaan ileum, ()
transfer melaiui dinding sel ileum ke pem-
buluh darah dan (f) pembebasan
kobalamin dari faktor intrinsik.

Absorpsi pasif berlangsung bila
konsentrasi vitamin sangat tinggi.
Mekanismenya kemungkinan melalui
difusi. Tempat terjadinya absorpsi tidak
spesifik. Kedua cara absorpsi mempunyai
kemampuan yang sangat rendah. Per-
sentasi absorpsi menurun dengan pe-
ningkatan dosis vitamin yang dimakan.
Tabel 2 menunjukkan jumiah sianokoba-
lamin yang bisa diabsorpsi oleh orang
normal dan penderita anemia pernisius
yang pada umumnya disebabkan tidak
mempunyai faktor intrinsik yang memban-
tu penyerapan vitamin B-12. Terlihat
bahwa absorpsi aktif yang menggunakan
faktor intrinsik mampu memasukkan
vitamin yang jauh lebih banyak diban-
dingkan bila tanpa faktor intrinsik.

Pada konsentrasi rendah, penye-
rapan dimulai 3-6 jam setelah makan
yang mencapai puncak setelah 8-12 jam.
Pada dosis tinggi, penyerapan sudah
terlihat setelah 1-2 jam setelah pemberian
makan dengan puncak pada jam 4 - 6.
Kenyataan ini memberikan indikasi
bahwa penyerapan vitamin B-12 secara
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pgsif tidak hanya terjadi pada dinding
ileum saja.
Belum diperoleh data yang menunjukkan

bahwa penyerapan analog juga
mengikuti pola seperti dalam Tabel 2.

Analisis

Dalam analisis vitamin B-12, persoal-
an yang timbul! ialah apakah jumiah yang
tertera tersebut merupakan jumiah
molekul secara kimiawi ataukah jumiah
molekul yang mempunyai aktivitas
vitamin B-12 secara biclogis dalam tubuh
manusia. Persoalan kekhasan rumit ini
dipersulit dengan kenyataan bahwa
jumiah molekul vitamin B-12 dalam
sampel pada umumnya sangat rendah,
dalam kisaran pikegram-nanogram per
gram sampel, serta kurangnya stabilitas
vitamin B-12.

Analisis untuk penentuan kadar
vitamin B-12 " bisa dikerjakan secara
kimiawi, mikrobiologis, biologis dan
radioassay. Namun rendahnya kuantita
aktivitas vitamin B-12 dalam larutan
fisiologis maupun dalam bahan makanan
penggunaan cara radioassay dan
mikrobiologis menjadi lebih populer.

Metoda radioassay, yang umumnya
disebut pengenceran radio isotop,
banyak digunakan di rumah sakit karena
mempunyai keuntungan tidak membuat
"false low” yang disebabkan oleh an-
tibiotik atau bahan penghambat mikrobia
lain yang mungkin berada dalam darah
(biasanya pasien). Metoda ini menggu-
nakan protein pengikat dari saliva, faktor
intrinsik dari babi dan sianokobalamin
yang berlabel. Prinsip metoda ini ialah
pengikatan sejumlah tertentu faktor intrin-
sik (yang diketahui) dalam suatu bahan,
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Tabel 2. mewnmagmammww oleh orang normal’ dan penderita

anemia pernisius
Normal Anemia Pernisius
Dosis oral Diabsorpsi
wo
ug % ' ue %
0.10 0.08 80
0.25 ’ 0.19 76
0.50 0.35 70
1.00 0.56 56 0.057 57
2.00 0.92 46
3.00 —_ 0.108 36
5.00 1.40 28
10.00 1.60 16 0.260 2.6
20.00 1.20 6
50.00 1.50 3 )
100.00 —_ — 1.10 11
200.00 — — 2.00 1.0
400.00 — — 4.00 1.0
800.00 ) — — 8.80 1.1
5000.00 — — 50.00 1.0

" Dari Chanarin (1968):

pengikatan sebagian faktor intrinsik oleh
sianokobaiamin dalam sampel, penen-
tuan sisa faktor intrinsik dengan
pengikatan sianokobalamin yang berlabel
yang dilanjutkan dengan pengukuran
radioaktivitasnya.

Kesulitan metoda ini ialah susahnya
didapatkan faktor intrinsik yang betul-
betul murni yang bisa secara khas hanya
mengikat kobalamin saja tanpa analog.
Metoda ini digunakan untuk pengukuran
yang sifatnya hanya memberikan gam-
baran umum vitamin B-12 total. Untuk
penentuan kobalamin yang betul-betul
mempunyai aktivitas biologis atau disebut
"kobalamin sejati”’ diperlukan intrinsik
faktor yang lebih murni. Di rumah sakit
tersedia perlengkapan untuk analisis
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" dan Herbert (1959)

vitamin B-12 dalam bentuk paket ("'kit")
yang bisa digunakan secara mudah dan
cepat. Kelemahan alat ini ialah tidak
spesifik dan kepekaannya yang hanya
berada pada kisaran mikrogram per gram
sampel.

Analisis dengan cara mikrobiologis
memberikan kepekaan pada kisaran
nanogram per gram sampel dan tidak
menghendaki perlakuan pemurnian
sampel. Metoda ini sangat banyak
digunakan dalam penelitian, terutama
yang menggunakan sampel yang sangat
besar. Kelemahan yang didapati pada
umumnya sama yaitu pada kekhasannya
terhadap analog serta kepekaan
mikroorganisme terhadap bahan
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penghambat maupun pemacu pertum-
buhan.

Mikrobia yang digunakan berdasar
dengan urutan kepekaannya ialah Lac-
tobacillus leichmanii, mutan E. col,
Euglena gracilis dan Ochromonas
malhamensis, L. leichmanii ATCC 7830
ialah bakteri yang disetujui oleh U.S.
Pharmacopeia untuk digunakan dalam
analisis vitamin B-12. Organisme ini
memberikan respons positif terhadap
beberapa analog maupun DNA, tetapi
untuk keperiuan analisis darah dianggap
tidak membahayakan. Organisme yang
paling khas untuk analisis aktivitas vitamin
B-12 ialah protozoa O. malhamensis.
Dalam usaha pembandingan antara
mikroorganisme terlihat bahwa O.
malhamensis tidak memberikan reaksi
terhadap faktor-faktor A,B.C, Il dan
pseudokobalamin, sedangkan keiga
mikrobia lainnya (E. coli, L. leichmanii dan
E. gracilis) memberikan test positit
terhadap faktor-faktor yang tertera dalam
Table 1. Cara analisis menggunakan L.
leichmanii dan O. malhamensis disajikan
dalam lampiran.

Keberadaan Vitamin B-12 dalam Tempe

Liem dkk (1977) melaporkan bahwa
vitamin B-12 ditemukan dalam tempe
yang dibeli di Ontario Kanada. Pada studi
lebih lanjut menunjukkan bahwa tempe
yang didapatkan dari Indonesia dan
beberapa daerah di A.S. ternyata juga
mengandung vitamin tersebut, tetapi
tempe yang diproduksi menggunakan
biakan murni Rhizopus oligosporus tidak
menunjukkan akfivitas tersebut. Djurtoft
(1983) yang membuat tempe dari kacang
tolo di Nigeria menggunakan usar dari In-
donesia juga menemukan vitamin
tersebut dalam tempenya. Suatu bakteri,
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yang belakangan diketahui Kiebsiella
pnéumoniae, adalah yang bertanggung
jawab- terhadap kejadian ini. Tempe,
bahan nabati yang cukup baik sebagai
sumber protein menjadi lebih penting ar-
tinya, terutama bagi vegetarian, dengan
kandungan vitamin B-12-nya.

Dibalik publikasi yang besar tersebut
terkandung suatu pertanyaan yang harus
dijawab terutama oleh nutrisionis yang
mengetahui ikhwal vitamin B-12. Melihat
bahwa laporan tersebut merupakan data
hasil analisis mikrobiologis menggunakan
L. leichmanii, pertanyaan yang timbul
ialah berapa bagian di antaranya yang
berupa vitamin B-12 sejati. :

Dalam usaha menghasilkan vitamin
B-12 yang lebih banyak dalam tempe
dengan menggunakan mikrobia yang
lebih potensial, secara tidak sengaja
diketahui bahwa sebagian besar
kobalamin yang dihasilkan ternyata
bukan vitamin B-12 sejati (Tabel 3). Waktu
termentasi yang singkat tidak cukup bagi
mikrobia yang bersangkutan untuk
membentuk molekul yang besar
tersebut, atau memang bisa meng-
gunakan analog untuk keperluan
biologisnya yang bukannya vitamin B-12
sejati. Periu dipertanyakan apakah
banyaknya analog ini sudah sampai pada
tingkat yang mengganggu penyerapan
vitamin B-12 sejati.

Penutup

Vitamin B-12 mempunyai molekul
yang besar, memungkinkannya mem-
punyai banyak analog. Analog-analog
tersebut tidak mempunyai aktivitas
vitamin B-12, dan ada beberapa di an-
taranya bisa mengganggu absorpsi
vitamin B-12. Dalam tempe dilaporkan
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Tabel 3. Aktivites vitamin B-12 dalam tempe yang ditera menggunakan L. /eichmanii dan

0. malhamensis
é.mm Waktu Ferm. L. leichmanii 0. malhamensis
{hari) (ng/g d.b.) (ng/g d.b.)
K. pneumoniae 1 254 + 2,05 0
2 50,2 + 2,54 0
3 63,6 + 2,86 0
B. megaterium 1 395 + 2,32 238 + 0,32
2 57,6 + 3,70 3,89 + 0,19
3 88,1 + 5,01 515 + 0,10
S. olivaceus 1 42,6 + 2,87 o]
2 101,5 + 3,04 0,57 + 0,16
3 176,4 + 5,60 1,04 + 0,18
")Rata-rata + std.dev.
Pustaka

terdapat vitamin B-12, yang ternyata
sebagian besar adalah analog. Belum
diketahui apakah analog tersebut bisa
mengganggu penyerapan vitamin B-12.

Periu dilakukan penelitian lebih lanjut
tentang mekanisme penyerapan vitamin
B-12, terutama dalam interaksi antara
analog dengan vitamin B-12 sejati. Untuk
melengkapi data, perlu dilakukan studi
epidemiologi terhadap gejala klinis awal
defisiensi vitamin B-12 pada populasi
yang sangat kerap memakan.

Perlu diusulkan analisis ulang
terhadap kandungan vitamin B-12 pada
daftar makanan, menggunakan metoda
khas terhadap vitamin B-12. Perlu pula
diusulkan agar analisis vitamin B-12
menggunakan bakteri L. leichmanii tidak
digunakan untuk menganalisis makanan
hasil fermentasi.
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