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RINGKASAN

Khitosan merupakan produk diasetilasi khitin yang dapat diperoleh dari isolasi
kulit udang. Kulit udang lebih mudah didapatkan dari pada sumber khitin lainnya
karena tersedia dalam jumlah besar sebagai limbah hasil industri pengolahan udang.
Khitosan merupakan senyawa yang tidak beracun sebagai unsur serat makanan dari
hewan dan dapat menurunkan kadar kolesterol.

Pemanfaatan khitosan telah banyak dikembangkan dalam berbagai bidang
antara [ain pertanian, peternakan, industri pangan, pengolahan limbah, kosmetik dan
kesehatan. Dalam bidang kesehatan khitosan dapat digunakan untuk menurunkan
kadar kolesterol.

Dengan semakin meningkatnya gaya hidup dan kesejahteraan, konsumsi
makanan siap saji dan makanan import yang mempunyai kadar lemak dan kolesterol
tinggi semakin berkembang. Konsumsi makanan-makanan tersebut secara berlebihan
dapat meningkatkan kadar kolesterol dalam darah. Tingginya kadar kolesterol dalam
darah berhubungan dengan timbulnya aterosklerosis yaitu timbulnya timbunan lemak
(plak) pada pembuluh darah sehingga dapat menyumbat aliran darah. Aterosklerosis .
yang terjadi pada pembuluh darah jantung dikenal sebagai penyakit jantung koroner.

Penggunaan obat-obat penurun kolesterol yang sudah banyak beredar
memberikan efek yang merugikan seperti golongan statin dapat menimbulkan kanker.
Khitosan merupakan salah satu bahan alami yang aman digunakan sebagai penurun
kadar kolesterol darah.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui karakteristik khitosan hasil
isolasi dari kulit udang dan kemampuannya sebagai penurun kadar kolesterol total

serumn darah tikus putih (Rattus norvegicus) strain Wistar,



Pada penelitian tahap pertama dilakukan isolasi khitosan dari kulit udang yang
meliputi demineralisasi, deproteinasi, dan deasetilasi. Untuk mengetahui
karakteristik khitosan hasil isolasi, dilakukan analisis kadar air, kadar abu, kadar
total nitrogen dan derajat deasetilasinya. Pada penelitian tahap kedua digunakan tikus
putih sebagai hewan percobaan. Pada penelitian ini digunakan empat macam
perlakuan berdasarkan perbedaan ransum yang diberikan. Kontrol negatif (C-)
merupakan kelompok perlakuan dengan ransum biasa, kontrol positif (C+)
merupakam kelompok perlakuan dengan ransum biasa yang ditambah dengan 1V‘2..5%_
W sedangkan kelompok perlakuan khitosan meliputi khitosan muta dua
(P1) dan khitosan mutu satu (P2) merupakan kelompok perlakuan' dengan ransum
seperti kontrol positif dan ditambah khitosan 50 mg.

Dari isolasi yang dilakukan, dihasilkan dua jenis khitosan yang
dikelompokkan menjadi khitosan mutu sate dan mutu dua. Khitosan mutu satu
mempunyai kadar air 10.46%, kadar abu 0.08%, kadar total nitrogen 4.26% dan
derajat deasetilasi 89.06%. Sedangkan khitosan mutu dua mempunyai kadar air
8.67%, kadar abu 0.11%, kadar total nitrogen 4.39% dan derajat deasetilasi 81.51%.

Adanya perbedaan perlakuan yang diberikan selama tujuh hari memberikan
pengaruh terhadap berat konsumsi ransum. Kelompok C- paling besar dalam
mengkonsumsi ransum yaitu 12.89 gram/ekor/hari, sedangkan kelompok C+, Pl
dan P2 masing-masing 11.30 gram/ekor/hari, 9.74 gram/ekor/hari  dan
10.17 gram /ekor/hari. Berat ransum yang dikonsumsi tikus percobaan pada tiap
perlakuan berhubungan dengan berat feses dan berat badannya. Semakin besar
konsumsi ransumnya semakin besar pula berat feses dan berat badannya. Berat feses
kelompok C-, C+, P1 dan P2 adalah 9.39 gram/ekor/hari, 5.81 gram/ekor/hari,
4.74 gram/ekor/hari dan 4.76 gram/ekor/hari. Berat badan kelompok C- dan C+
mengalami kenaikan sebesar 2.04 gram/ekor/hari dan 0.24 gram/ekor/hari.
Sedangkan untuk kelompok P1 dn P2 mengalami penurunan berat badan sebesar
12.25 gram/ekor/hari dan 1.42 gram/ekor/hari.

Kelompok C- menunjukkan konsumsi ransum terbesar dibanding kelompok

lainnya, sehingga berat feses dan kenaikan berat badannya juga paling besar. Untuk



kelompok P1 dimana merupakan kelompok dengan konsumsi ransum terkecil juga
menghasilkan berat feses paling kecil dan mengalami penurunan berat badan terbesar,

Terjadinya kenaikan kadar kolesterol total serum darah yang terjadi pada
kelompok C+ karena adanya penambahan lemak kambing pada ransum, kenaikan ini
besarnya 44.84% pada hari keempat dan 22.84% pada hari ketujuh. Pemberian
khitosan mutu satu (P2) dapat menurunkan kadar kolesterol total serum darah tikus
lebih baik dari kelompok perlakuan lainnya yaitu sebesar 6.20% pada hari keempat
dan 38.66% pada hari ketujuh. Kelompok Pl memberikan penurunan kadar
kolesterol total sebesar 15.62% pada hari ketujuh. Kelompok C- juga menunjukkan
penurunan tetapi tidak sebesar P1 dan P2 yaitu sebesar 2.04% pada hari keempat dan
10.30% pada hari ketujuh. Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa semakin baik
mutu khitosan yang digunakan semakin baik pula efek penurunannya terhadap kadar

kolesterol total serum darah tikus percobaan.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Khitosan merupakan produk deasetilasi khitin yang merupakan komponen
organik penting penyusun kerangka pada krustacea, insekta dan moluska serta
penyusun dinding sel mikroba. Khitosan merupakan polimer dari 2-deoksi 2-amino
glukosa yang terangkai dengan ikatan glikosida B(1-4). Dari beberapa sumber
tersebut kulit udang lebih mudah didapatkan dan tersedia dalam jumlah besar sebagai
limbah hasil industri pengolahan udang yang banyak terdapat di Indonesia.

Pemanfaatan khitosan semakin berkembang dalam berbagai bidang seperti
pertanian, peternakan, industri pangan, penanganan limbah, kosmetik dan kesehatan.
Dalam bidang kesehatan khitosan dapat dimanfaatkan sebagai penurun kadar
kolesterol darah.

Indonesia termasuk negara berkembang dimana telah mengalami perbaikan
di segala bidang yang mengakibatkan kondisi sosial ekonomi semakin baik, umur
harapan hidup (life expecting) yang semakin meningkat dan perubahan pola penyakit
menular ke arah penyakit degeneratif. Dengan semakin meningkatnya kemakmuran,
menyebabkan perubahan gaya hidup. Penggunaan makanan siap saji dan makanan
import yang mempunyai kadar lemak dan kolesterol tinggi serta miskin serat semakin
berkembang,.

Salah satu penyakit degeneratif yang banyak diderita masyarakat perkotaan
adalah penyakit kardiovaskular. Untuk itu diperlukan upaya untuk menekan jumlah
penderita penyakit kardiovaskular. Bentuk penyakit kardiovaskular antara lain
aterosklerosis, penyakit jantung koroner, serangan jantung (heart attack), stroke,
hipertensi, kegagalan jantung kongestif dan penyakit vaskuler perifer.

Aterosklerosis adalah suatu penyakit yang berhubungan dengan tingginya kadar
kolesterol dalam darah sehingga menimbulkan timbunan lemak pada dinding
pembuluh darah yang disebut plak. Plak dapat menghambat atau menyumbat aliran

darah di berbagai bagian tubuh dan menimbulkan gangguan kesehatan yang serius.



Aterosklerosis yang terjadi pada pembuluh darah jantung dikenal sebagai penyakit
jantung koroner.

Faktor resiko penyakit kardiovaskular menurut Herman (1991) dibagi menjadi
dua kelompok, yaitu faktor resiko primer yang meliputi hipertensi, merokok,
tingginya kadar kolesterol darah dan tingginya LDL (Low Density Lipoprotein) , dan
faktor resiko sekunder yang meliputi obesitas (berat badan > 20% berat ideal),
diabetes, stres, kurangnya kegiatan fisik, keturunan (genetik), jenis kelamin (pria),
trigliserida darah meninggi dan meningkatnya umur.

Selama bertahun-tahun diet rendah kolesterol direkomondasikan sebagai
pencegahan terhadap terjadinya aterosklerosis. Disamping itu pengunaan obat-obat
penurun kolesterol yang banyak beredar memberikan efek yang merugikan seperti
diungkapkan dalam journal of the America Medical Association, bahwa obat penurun
dari keluarga statin dapat menimbulkan kanker pada uji coba dengan tikus percobaan
(Sudarisman, 1996). Dengan semakin berkembangnya pengertian mengenai
aspek-aspek biokimia kolesterol, upaya pencegahan terhadap terjadinya aterosklerosis
dapat dicegah dengan diet yang mengandung serat.

Khitosan yang merupakan deasetilasi khitin dari limbah udang dapat
dimanfaatkan sebagai unsur serat makanan yang tidak beracun. Khitosan mempunyai
gugus amina sebagai gugus fungsional sehingga mempunyai derajat reaksi kimia
yang tinggi. Khitosan akan bermuatan positif dalam larutan asam karena adanya
gugus amin yang dapat mengikat ion positif tidak seperti polisakarida yang lain yang
pada umumnya bermuatan negatif atau netral.

Khitosan termasuk ke dalam serat makanan yang berasal dari hewan dengan
rumus kimia mirip dengan selulosa, bedanya terletak pada rantai C-2.
Gugus hidroksil C-2 pada selulosa diganti gugus amin pada khitosan. Menurut
Purnamawati (1997), khitosan digolongkan ke dalam bahan makanan yang berserat
tinggi ( > 26%), karena kandungan total serat makanannya sebesar 72.25%. Dan bila
khitosan 10.50% dicampur ke dalam minuman saribuah nenas maka kadar total serat

meningkat hingga 23.75%.



Serat makanan dapat mengikat asam empedu yang berfungsi sebagai
pengemulsi lemak. Dengan diikatnya asam empedu oleh serat, maka lemak tidak
terurai mejadi asam lemak yang dapat diserap tubuh. Karena serat tidak dapat dicerna
oleh enzim-enzim pencernaan, maka asam empedu dickskresikan melalui feses
bersama serat. Semakin banyak serat makanan, semakin banyak pula asam empedu
yang dibuang, sehingga kolesterol yang dikeluarkan melalui feses bertambah banyak.
Peningkatan ekskresi ini dapat menurunkan kadar kolesterol serum karena asam
empedu yang terikat tidak dapat diserap kembali dan hampir tidak berfungsi lagi

sebagai pengemulsi lemak.

1.2 Tujuan

Tuwjuan penelitian ini adalah untuk mengetahui karakteristik khitosan hasil
isolasi dari kulit udang dan pemanfaatannya sebagai penurun kadar kolesterol total

serum darah tikus putih (Rattus norvegicus) strain Wistar.

1.3 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan melalui dua tahap. Tahap yang pertama adalah
pembuatan khitosan di Laboratorium Fisika Kimia Jurusan Teknologi Hasil
Perikanan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan IPB pada bulan Mei 2000.
Sedangkan tahap kedua merupakan penelitian utama dilakukan di Laboratorium
Histologi dan Toksikologi, Balai Penelitian Veteriner Bogor dan analisa kadar
kolesterol total di Laboratorium Biockimia Puslitbang Gizi, Bogor pada bulan

Desember 2000 sampai bulan Januari 2001.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Khitin dan Khitosan
2.1.1 Sumber khitin dan khitosan

Khitin adalah substan organik kedua yang paling banyak ditemukan di alam
setelah selulosa, terdapat dalam berbagai spesies binatang (Suptijah, 1992). Menurut
Knorr (1982), khitin merupakan komponen organik penting penyusun kerangka
krustacea, insekta dan moluska serta penyusun dinding sel mikroba.

Limbah udang merupakan sumber bagi khitin dan khitosan karena kulit udang
mengandung khitin sebesar 20-30% dari berat keringnya dan keberadaanya
bergabung dengan unsur-unsur lain seperti protein, kalsium karbonat, magnesium
karbonat dan pigmen karotenoid (Johnson dan peniston, 1982). Kulit udang lebih
mudah didapatkan dibanding sumber khitin yang lain dan tesedia dalam jumlah yang
besar sebagai limbah hasil industri pengolahan udang yang banyak terdapat di
Indonesia (Purwantiningsih, 1993).

2.1.2 Sifat fisiko kimia khitosan

Khitin adalah biopolimer polisakarida dengan rantai lurus yang tersusun oleh
2000-3000 monomer N-asetil-D-glukosamin (2-asetamido-2-dioksi-D-glukosa), yang
terangkai dengan ikatan glikosida (1-4) (Bought, 1975). Menurut Brzeski (1987),
khitin merupakan polimer alami terbesar setelah selulosa. Struktur kimia khitin
menyerupai struktur selulosa yaitu polisakarida. Selulosa mengandung monomer
glukosa yang terikat dalam bentuk 3 (1-4) sedangkan khitin mengandung monomer
N-asetil-D-glukosamin (Ornum, 1992).

Khitin berwarna putih, berbentuk kristal dengan berat molekul
1.036x10°° gram, tidak larut dalam air, tidak larut dalam asam organik encer, asam
organik, basa pekat dan pelarut organik (Knorr, 1984). Khitin dapat larut dalam
asam pekat seperti asam suifat, asam nitrat, asam fosfat dan asam formiat anhidrida.

Khitin dapat pula dilarutkan dalam LiCl, mudah mengalami degradasi secara biologis



dan tidak beracun (Muzarelli, 1977). Menurut Rudal dalam Bastaman (1989), khitin
adalah polisakarida yang membentuk kristal.

Mutu khitin dan khitosan yang diperdagangkan tergantung dari
penggunaannya, misalnya pada penanganan limbah tidak diperlukan khitosan dengan
kemurnian tinggi sedangkan untuk obat-obatan diperlukan khitosan dengan
kemurnian yang tinggi. Mutu khitin dan khitosan dipengaruhi oleh beberapa
parameter seperti kadar air, kadar abu, kelarutan, derajat deasetilasi, viskositas dan

berat molekul (Bastaman, 1989). Tabel 1 menunjukkan standar mutu khitin.

Tabel 1. Standar Mutu Khitin

Ukuran partikel Serpihan sampai serbuk
Kadar air (% bk) < 10.0

Kadar abu (% bk) < 2.0

Derajat deasetilasi (%) > 15

Wama larutan jernih

Viskositas {cps)

- Rendah <200

- Sedang 200 ~ 799

- Tinggl 800 — 2000

- Sangat tinggi >2000

Sumber : Protan Laboratories Inc. dafam Suptijah er al., 1992

Khitosan merupakan produk deasetilasi khitin dengan basa kuat. Menurut
Knorr (1982), khitosan adalah polimer dari 2-deoksi 2-amino glukosa yaitu khitin
yang terdeasetilasi, semakin banyak gugus asetil yang hilang dari polimer khitin,
semakin kuat interaksi antar ion dan ikatan hidrogen dari khitosan.

Bobot molekul khitosan sekitar 1.036 x 10° Dalton (Knorr, 1984).
Berat molekul khitosan tergantung dari degradasi yang terjadi pada saat proses
pembuatan khitosan, Sifat dan kelarutan khitosan dipengaruhi oleh bobot molekul,
derajat daesetilasi dan derajat putar spesifik yang dapat beragam tergantung dari
sumber dan metoda isolasinya (Austin, 1984). Khitosan dapat larut dalam beberapa
larutan asam organik tetapi tidak larut dalam pelarut organik. Selain itu, khitosan

tidak larut pada larutan yang mengandung konsentrasi ion hidrogen di atas pH 6.5



tetapi khitosan dapat larut dalam asam hidroklorat dan asam nitrat pada konsentrasi
0.15 — 1.1 % dan tidak larut pada konsentrasi asam 10 %. Khitosan juga tidak larut
dalam asam sulfur tapi larut sebagian pada asam ortofosfat dengan konsentrasi 0.5 %,
pelarut yang sering digunakan adalah asam asetat (Ornum, 1992).

Menurut Knorr (1982), khitosan mempunyai gugus amino bebas sebagai
polikationik, pengkelat dan pembentuk dispersi dalam larotan asam asetat.
Bough (1975), menambahkan bahwa karakter khitosan sebagai polielektrolit dapat
digunakan untuk bahan pengkoagulasi dalam sistem pengolahan limbah secara

fisik-kimia. Tabel 2 menunjukkan standar mutu khitosan.

Tabel 2. Standar Mutu Khitfosan

uran partike Serpihan sampai serbuk
Kadar air (% bk) < 10.0
Kadar abu (% bk) < 2.0
Derajat deasetilasi (%) > 70
Warna larutan Jjernih
Viskositas (cps)
- Rendah <200
- Sedang 200 —799
- Tinggi 800 —2000
- Sangat tinggi >2000

Sumber : Protan Laboratories Inc. dalam Suptijah et al., 1992

Khitosan . dapat digunakan dalam berbagai bidang seperti pertanian,
peternakan, industri pangan dan kesehatan. Dalam bidang pertanian, menurut
Brzeski (1987), khitosan dapat digunakan sebagai pelapis benih sehingga terhindar
dari jamur tanah pada gandum, sorgum dan padi dan meningkatkan produksi sampai
30%. Dalam bidang peternakan khitosan dapat digunakan sebagai bahan tambahan
ransum bagi ayam petelur dan dapat meningkatkan produksi sampai 8.8% di Jepang
(Brzeski, 1987).

Sedangkan dalam bidang industri pangan, khitosan digunakan sebagai bahan
penyaring tanin kopi (Brzeski, 1987) dan dapat digunakan untuk memurnikan anggur,
bir dan juice (Knorr, 1984). Dalam bidang kesehatan, dapat digunakan sebagai bahan



pembungkus kapsul karena memiliki kemampuan untuk melepas obat ke dalam tubuh
secara terkontrol dan sebagai bahan anti tumor karena khitosan mempunyai sifat
antibakterial dan antikoagulan dalam darah serta dapat menggumpalkan sel-sel
leukimia (Brzeski, 1987).

2.1.3 Isolasi khitosan

Khitosan merupakan produk deasetilasi khitin dengan menggunakan alkati
(Johnson dan Peniston, 1992). Khitin berikatan kovalen dengan sebagian protein dan
berasosiasi dengan unsur mineral membentuk mukopolisakarida yang berfungsi
sebagai material pelindung pada udang. Karena keberadaan khitin di alam bergabung
dengan bahan-bahan lain seperti protein, mineral dan pigmen maka untuk
memperoleh khitin yang murni perlu dilakukan isolasi dengan cara demineralisasi
dan deproteinasi.

Proses demineralisasi bertujuan untuk menghilangkan senyawaan anorganik
yang ada pada kulit udang, ion Ca®™ merupakan ion logam yang paling banyak
terdapat pada limbah udang windu (40.08 ppm) yang berasosiasi menjadi CaCQOs dan
Ca3(POy); (Purwantiningsih, 1993). Menurut Karmas dalam Purwantiningsih (1993),
asam yang biasa digunakan untuk menghilangkan mineral adalah asam klorida dan
asam sulfat.

Proses deproteinasi dilakukan untuk menghilangkan protein. Proses ini
dilakukan dengan menggunakan alkali yang akan masuk ke celah-celah kulit udang
untuk memutuskan ikatan antara protein dan khitin. Menurut Purwantiningsih (1993),
limbah udang windu memiliki kandungan protein sebesar 90.38% dengan kandungan
asam amino tertinggi tirosin (12.13%).

Adanya pigmen karotenoid pada kulit udang menyebabkan warna yang
kurang menarik pada khitin, untuk itu perlu dilakukan pemucatan yang dapat
dilakukan dengan menggunakan H,0; dengan konsentrasi 1.5% (Saleh et al., 1994).

Proses deasetilasi dilakukan untuk menghilangkan gugus asetil pada khitin
sehingga dihasilkan khitosan. Menurut Suptijah et al. (1992), khitosan diperoleh
dengan proses deasetilasi terhadap khitin dengan menggunakan larutan NaOH 50%.



2.2 Kolesterol

Menurut Guyton (1992), kolesterol dalam tubuh berasal dari absorpsi saluran
cerna yang disebut kolesterol eksogen dan sintesis dalam hati yang disebut kolesterol
endogen. Kolesterol merupakan lipid sterol yang bentuknya seperti lilin dan terdapat
dalam sel hewan. Kolesterol juga merupakan bagian penting struktur membran sel,
sebagai prekursor hormon steroid dalam kelenjar adrenal, dan sebagai prekursor asam
empedu di hati (Marinetti, 1990).

Kolesterol dinyatakan sebagai 3 hidroksi 5,6 — kolesten yang memiliki gugus -
hidroksil pada atom karbon 5 dan 6, serta percabangan pada karbon 10, 13 dan 17

(Gambar 1).
CH; CH;

| |
CH — (CH;); — CH

c, |
CH,

OH

Gambar 1. Struktur Kimia Kolesterol (Guyton, 1992)

Kolesterol yang terdapat dalam jaringan tubuh berada dalam dua bentuk, yaitu
dalam keadaan bebas atau dalam gabungan ester dengan asam lemak tidak jenuh
bermolekul tinggi. Tujuh pulub persen kolesterol plasma berada dalam bentuk ester
kolesterol (Guyton, 1992).

Kolesterol tubuh yang berasal dari hati yang besarnya sekitar 1 gram/hari
merupakan bagian terbesar dibandingkan yang berasal dari makanan yang hanya
0,3 gram/hari (Mayes et al., 1995). Di dalam tubuh terdapat sistem pengaturan
umpan balik intrinsik, apabila jumlah kolesterol yang dikonsumsi kecil maka sintesis
kolesterol endogen akan meningkat dan sebaliknya (Guyton, 1992).

Guyton (1992), menyatakan fungsi utama kolesterol dan lipida lainnya adalah
mengatur penyerapan zat yang larut dalam air dan penguapan air dari kulit. Sekitar

80% kolesterol tubuh digunakan oleh hati untuk membentuk asam empedu yang



penting dalam pencernaan dan penyerapan lemak. Kolesterol juga berperan dalam
pengangkutan asam lemak melalui dinding usus ke limpa dan merupakan bahan baku

untuk pembentukan hormon yang dihasilkan oleh korteks adrenal, testis dan ovarium.

2.2.1 Sintesis kolesterol

Disamping kolesterol yang diabsorpsi setiap hari dari saluran cerna yang
dinamakan kolesterol eksogen, dalam jumlah besar kolesterol dibentuk dalam sel
tubuh yang disebut kolesterol endogen (Guyton, 1992). Gambar 2 berikut

menunjukkan biosintesis isoprenoid.

Asetil koA
HMG KoA reduktase
v
HMG KoA
Mevalonat
Isopenteril pirofosfat + » Dimetilalil pirofosfat —
Geranilpirofosfat
| Farnesilpirofosfat
Transprenil transferase Skuale sintetase ¢is prenil ransferase
l Skualen
v
Ubikuinon Kolesterol Dolikol Isopenteril tRNA

Gambar 2. Jalur Biosintesis Isoprenoid

Kolesterol disintesis dari asetil KoA yang dapat berasal dari karbohidrat, asam
amino dan lemak. Hati merupakan tempat utama sintesis kolesterol disamping usus
dan kelenjar-kelenjar yang memproduksi hormon steroid misalnya korteks adrenal,
testis dan ovarium. Semua reaksi sintesis berlangsung dalam kompartemen

sitoplasma sel (Montgomery ef al., 1983).
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Gambar 3 di bawah ini menunjukkan biosintesis kolesterol tingkat kedua yang
melibatkan perubahan HMG KoA menjadi skualen.

HMGKoA
2 NADPH +H > HMGKoA reduktase

+

2 NADP v

Mevalonat

2ATP
2 ADP

h 4

5-Pirofosfomevalonate
ATP Pi+ ADP CO,

il

>
\‘4——

A3-Isopentenil pirofosfat 3,3-Dimetil pirofosfat

\

v
Geranil pirofosfat
A 3-Isopentenil pirofosfat
P P —]
Ppi A/
Farnesil pirofosfat
Fernesil pirofosfat NADPH +H'
2 Ppi >< NADPH"
\ 4
Skualen

Gambar 3. Biosintesis Kolesterol Tingkat Kedua

Biosintesis kolesterol berlangsung melalui jalur biosintesis isoprenoid. Jalur
ini terdiri dari 3 tingkat. Tingkat pertama adalah pengubahan asetil KoA menjadi
3-hidroksi ~ 3 metil glutaril KoA atau HMG KoA, tingkat kedua melibatkan
perubahan HMG KoA menjadi skualen dan pada tahap terakhir skualen dikonversi
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menjadi kolesterol. Gambar 4 berikut merupakan jalur biosintesis kolesterol tingkat

pertama yaitu pengubahan asetil KoA menjadi 3-hidroksi - 3 metil glutaril KoA atau
HMG KoA.

Asetil KoA
Asetil KoA
KoASH
Asitoasetil KoA
Asetil KoA
KoASH
HMG KoA

Gambar 4. Biosintesis Kolesterol Tingkat Pertama

Gambar 5 merupakan biosintesis kolesterol tingkat tiga atau terakhir yaitu

perubahan skualen menjadi kolesterol.

Skualen

02

v
Skualen-2-3-oksid

Ianosterol

/ Eumm— CO,
NADP

Desmosterol
NADPH + H*

T
NADP 4~

A 4
Kolesterol

Gambar 5. Biosintesis Kolesterol Tingkat Tiga
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2.2.2 Absorpsi Kolesterol

Menurut Guyton (1992), kolesterol dalam makanan diabsorpsi dalam usus
bersama-sama lipid lain termasuk kolesterol yang disintesis dalam usus, kemudian
digabungkan ke dalam kilomikron dan very low density lipoprotein (VLDL).

Heslet (1997), menyatakan kolesterol yang masuk dalam plasma terutama
dalam bentuk kilomikron dan lipoprotein yang dibentuk di dalam hati seperti LDL
dan HDL yang berfungsi sebagai pengangkut lemak dan kolesterol. Intestinum hanya
mempunyai kemampuan terbatas dalam penyerapan kolesterol dan ester kolesterol
dari makanan, hanya kira-kira 20-50% dari intake kolesterol yang bisa diserap usus.
Penyerapan kolesterol tersebut juga dipengarvhi oleh lemak, yaitu kalau dimakan
bersama lemak penyerapannya akan lebih baik sehingga konsumsi lemak terutama
lemak jenuh akan menaikkan kadar kolestero! darah (Heslet, 1997).

Kolesterol yang tidak diabsorpsi akan diekskresikan dengan dua cara.
Pertama pembentukan asam empedu selanjutnya diekskresikan sebagai sterol netral
dalam feses. Kedua untuk sinfesis steroid pemecahan dikeluarkan melalui urine
(Muchtadi, 1989).

Menurut Muchtadi er al. (1993), jalur utama ekskresi kolesterol adalah
melalui konversi oleh hati menjadi asam empedu, yaitu asam kolat dan asam
khenodeoksikolat yang berikatan dengan glisin atau taurin menjadi garam empedu.
Senyawa tersebut diekskresi di dalam dan bersama-sama dengan kolesterol bebas
dialirkan melalui saluran empedu ke dalam duodenum sebanyak 600 mg/hari. Jalur
minornya melalui sintesis hormon steroid (40 mg/hari), urin (1mg/hari) dan sekitar 50

mg/hari diekskresikan sebagai keringat atau hilang melalui rambut atau kulit.

2.2.3 Kadar kolesterol darah

Menurut Wilbraham (1992), sekitar 90% kolesterol yang disintesis oleh
mamalia dibentuk di hati dan disebar ke plama darab dan jaringan lain, kolesterol
plasma ini terikat pada lipoprotein. Kolesterol dalam darah terdapat dalam dua
bentuk yaitu dalam bentuk bebas dan ester dengan asam lemak, kira-kira 70%

kolesterol plasma berada dalam bentuk ester kolesterol.
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Di dalam tubuh kolesterol diangkut ke dalam darah oleh suatu jenis lemak
yang disebut lipoprotein (Soegih, 1995). Lipoprotein plasma terdiri dari lipid polar
dan non polar. Trigliserida dan ester kolesterol termasuk lipid non polar sedangkan
fosfolipid dan kolesterol termasuk lipid polar (Lehninger, 1992). Lipid non polar
tersebut diikat oleh lipid polar membentuk kompleks lipoprotein (Linder, 1992).

Tingginya kadar kolesterol dalam darah disebabkan oleh beberapa faktor
seperti up-fake (pengambilan) kolesterol dari lipoprotein oleh reseptor
(reseptor LDL), up-take kolesterol bebas dari lipoprotein oleh sel membran,
peningkatan pembentukan kolesterol dan hidrolisis kolesterol ester oleh kolesterol
ester hydrolase. Di samping itu juga disebabkan oleh faktor genetik dan faktor lain
seperti jenis kelamin, umur, diet, berat badan, aktivitas tubuh, stres dan faktor
patologis (Sastri dan Sahim, 1988 dalam Yani, 1990).

Menurut Mayes ef al. (1995), densitas protein meningkat saat kadar protein
meningkat dan kadar lipid menurun serta ukuran partikel menjadi lebih kecil,
sebaliknya densitas protein berkurang apabila lemak murni kurang padat daripada air
sehingga proporsi lipid terhadap protein dalam lipoprotein meningkat.

Agar dapat diangkut oleh darah, maka kolesterol bergabung dengan protein
sebagai lipoprotein, jenis lipoprotein yang termasuk lipoprotein antara lain
kilomikron yang derasal dari penyerapan usus, VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) yang berasal dari hati untuk eksport trigliserida, HDL (High Density
Lipoprotein) yang terikat dalam metabolisme VLDL dan kilomikron dan LDL
(Low Density Lipoprotein) yang menunjukkan stadium akhir pada katabolisme
(Sulistiorini, 1995). |

Lemak jenuh, terutama berasal dari produk hewan cenderung meningkatkan
kolesterol darah. Lemak tidak jenuh terutama berasal dari produk nabati cenderung
untuk menurunkan kolesterol darah. Demikian juga lemak nabati yang jenuh, yang
membeku pada suhu kamar, mempunyai pengaruh yang sama seperti lemak hewan
dalam meningkatkan kadar kolesterol darah (Heslet, 1997).

Menurut Lehniger (1982), lipoprotein berdasarkan densitas menunjukkan
kandungan lipida molekul kilomikron, VLDL, LDL, dan HDL. High Density
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Lipoproptein (HDL) merupakan partikel lipoprotein yang paling kecil yang dibuat
dalam hati. HDL berfungsi mengangkut kelebihan kolesterol yang tidak dapat
diambil lagi oleh kolesterol reseptor untuk di bawa kembali ke hati dan kemudian
dibuang melalui kantung empedu, HDL mengirimkan kolesterol dari jaringan tubuh
dan dari daerah-daerah yang terpengarub oleh aterosklerosis dan kembali ke hati
untuk dipisahkan kolesterolnya (Heslet, 1997).

LDL (Low Density Lipoprotein) merupakan lipoprotein yang mempunyai
densitas rendah, berfungsi membawa kolesterol dari hati menuju jaringan
(Lawson, 1995). Menurut Lawson (1995) konsumsi kolesterol mempunyai peranan
paling besar terhadap kadar LDIL. Kelebihan LDL vyang tidak digunakan
menyebabkan terbentuknya aterosklerosis pada dinding arteri yang akan menghambat
aliran darah (Heslet, 1997). Pada Tabel 3 ditunjukkan kandungan lipid dan protein
berbagai lipoprotein (Soegih, 1995}

Kilomikron adalah lipoprotein dengan kandungan lemak lebih banyak tetapi
dengan protein yang lebih sedikit, merupakan pengangkut lemak yang paling penting
dalam darah (Heslet, 1997).

VLDL merupakan lipoprotein terbesar kedua, dengan protein yang paling
kecil tetapi terkonsentrasi dan mempunyai kandungan lemak terbesar tapi hanya satu

(Heslet, 1997).

Tabel 3. Komposisi Berbagai Jenis Lipoprotein

ilomikron | 5 | 90 4 1
VLDL 13 65 12 10
LDL 43 10 22 25
HDL 28 2 30 30

Sumber : Scegih, 1995
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2.3 Khitosan sebagai Penurun Kolesterol

2.3.1 Khitosan sebagai serat dari hewan

Menurut Schneeman (1986), serat makanan merupakan komponen bahan
pangan nabati yang penting dan tidak dapat dihidrolisis oleh enzim-enzim pada
sistem pencernaan manusia. Serat dalam makanan digolongkan menjadi 2 golongan,
yaitu serat yang larut air dan serat yang tidak larut dalam air. Serat larut air meliputi
pektin, gel, mucilages yang banyak terdapat pada buah-buahan, dan gum yang banyak
terdapat pada biji-bijian dan padi-padian. Sedangkan serat yang tidak larut dalam air
meliputi selulosa, hemiselulosa dan lignin. Selulosa sebagai serat banyak terdapat
pada jenis sayur-sayuran, biji-bijian dan kacang-kacangan. Sedangkan lignin banyak
terdapat pada sayuran dan biji-bijian (Wirakusumah, 1993). Gambar 6 dan 7

menunjukkan struktur khitin dan selulosa.

CH,OH CH,0H
0 0
0
O g H 0
H HNCOCH; H HNCOCH,
. —1

Gambar 6. Struktur Berulang Khitin (Bastaman, 1989)

CH,0H CH,OH

o) 0
H
O H H
H OH H OH

— 1

Gambar 7. Struktur berulang Selulosa (Bastaman, 1989)
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Khitosan adalah merupakan nama umum untuk kelompok khitin deasetilasi
yang larut dalam asam lemah. Struktur kimia dari khitosan sama dengan selulosa
yang ada pada serat makanan (Maezaki ef al., 1993). Menurut Bastaman (1989),
khitin mempunyai bentuk molekul yang sama dengan selulosa, bedanya terletak pada
gugus rantai C-2. Gugus hidroksil C-2 pada khitin digantikan dengan asetilamino
(NHCOCH; ).

Pada khitosan gugus asetilamino digantikan dengan gugus amonium (NH,),
seperti pada Gambar 8 (Bought, 1975). Khitosan tidak dapat dihidrolisis oleh enzim
pencernaan pada manusia, oleh karena itu diklasifikasikan sebagai suatu serat
makanan yang berasal dari hewan. Tetapi khitosan mempunyai polimer kation yang
mempunyai gugus amino dalam struktur kimianya yang mempunyai perbedaan

karakteristik terbesar dari serat makanan yang lain (Maezaki er al., 1993).

CH,0H CH,OH
0 0
Ko oK )
0
O H H ©
H NH, H NH,
- — Il

Gambar 8. Struktur Berulang Khitosan (Korr, 1984)

Serat yang tidak larut dalam air tidak dapat menyerap air dengan baik, serat
tersebut dapat melunak dan terpecah melalui panas, tetapi proses pemasakan serat
yang tidak larut tidak akan memberikan pengaruh yang banyak terhadap tubuh
(Holman, 1987).

2.3.2 Khitosan sebagai penurun kolesterol

Menurut Siswandeno (1995), serat merupakan senyawa dengan berat molekul
tinggi, digunakan sebagai antihiperlipidemia karena mempunyai sifat melarutkan
asam empedu dan sterol netral pada saluran usus, Serat makanan dalam hubungannya

dengan reaksi fisiologis dalam tubub ternyata memiliki kemampuan untuk
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meningkatkan massa feses, menurunkan kadar kolesterol plasma dan menurunkan
respon glisemik dari makanan (Schneeman, 1986).

Selain itu, Williams (1985) juga menyatakan bahwa serat memiliki sifat
mengikat bahan organik lain, misalnya asam empedu yang kemudian akan terbuang
bersama dengan feses. Asam empedu bertugas mengemulsikan lemak hingga terurai
menjadi asam lemak yang akan diserap tubuh. Agar sistem metabolisme lemak tidak
terganggu, harus tersedia asam empedu dalam sistem pencernaan. Dengan adanya
serat makanan yang mengikat asam empedu, maka jumlah asam empedu bebas akan
berkurang, sehingga perlu dibuat asam empedu baru. Asam empedu baru ini
dibentuk dari kolesterol yang ada dalam darah. Dengan demikian konsenterasi
kolesterol dalam darah akan menurun.

Bila makanan yang dikonsumsi banyak mengandung serat, maka serat akan
lebih kuat mengikat asam empedu yang kemudian dikeluarkan dari tubuh dalam
bentuk kotoran, sehingga lemak dan bermacam-macam sterol juga dikeluarkan
(Muchtadi et al., 1992).

Knorr (1984), menyatakan bahwa khitin dan khitosan merupakan senyawa
yang tidak beracun sebagai unsur serat makanan dan dapat menurunkan kadar
kolesterol, selain itu khitosan juga diketahui tidak alergi dan dapat memacu
pertumbuhan bakteri penghasil enzim laktase yang biasa hidup dalam organ
pencernaan bayi (Austin ef al., 1984). Senyawa khitin sulit dicerna oleh tubuh karena
berupa polimer glukosa, namun dapat mengikat racun dan glukosa di dalam tubuh.
Glukosa yang terdapat pada khitin tidak berubah menjadi glukosa darah sehingga
tidak menambah produksi kolesterol. Khitin dapat digunakan sebagai obat
antikolesterol (Dirjen Perikanan, 1989).

Ikeda et al. (1989), menyatakan bahwa khitosan mampu menurankan absorbsi
kolesterol lebih efektif daripada selulosa pada tikus yang diberi asam oleat tinggi.
Khitosan juga mempunyai potensi sebagai hipokolesterolemik yang tinggi serta
digesti dan absorbsi lemak dalam traktus intestinal berinteraksi dengan pembentukan

misela atau emulsifikasi lipid pada fase absorbsi (Deuchi ef al., 1994).
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Menurut Ikeda ef ol. (1993), hidrolisat khitosan dengan berat molekul
5000 — 20000 dan viskositas rendah dapat menyerap kolesterol tikus Sprague Dawley
jantan. Di samping itu pemberian khitin pada konsentrasi 5 % dapat mengabsorpsi
kolesterol pada tikus Wistar jantan, dengan diet yang mengandung 7 % daging sapi
dan 1 % kolesterol (Jkeda et al., 1993). Sedangkan menurut Maezaki (1993),
pengaruh khitosan terhadap hipokolesterolemik pada manusia, jika 3-6 gram khitosan
perhari diberikan 'kepada diet 8 orang laki-laki sehat dapat menurunkan kadar
kolesterol serum; meningkatkan HDL-kolesterol; meningkatkan pengeluaran asam

empedu, asam kholat dan asam khenodeoksikolat dalam feses.

2.4 Tikus Percobaan

Terdapat 5 macam Basic Stock tikus putih (dlbino Normal rat, Rattus
norvegicus) yang biasa digunakan sebagai hewan percobaan di laboratorium yaitu
Long Evans, Osborne Mendel, Sherman, Spraque Dawley dan Wistar. Tikus banyak
digunakan sebagai hewan model pada berbagai penelitian, misalnya penelitian
mengenai metabolisme lemak (Malole et al., 1989). Sifat yang membedakan dari
hewan percobaan lain adalah tikus tidak dapat muntah karena struktur anatomi yang
tidak lazim di tempat oesophagus bermuara ke dalam lambung dan tidak mempunyai
kantung empedu (Smith, 1988). Disamping itu menurut Malole et al. (1989), tikus
juga telah diketahui sifat-sifatnya dengan sempurna dan mudah dipelihara dan
merupakan hewan percobaan untuk berbagai penelitian. Menurut Muchtadi (1989),
tikus percobaan mempunyai beberapa karakteristik antara lain nocturnal, aktif pada
malam hari dan tidur pada siang hari dan tidak pernah berhenti tumbuh walaupun
kecepatannya menurun setelah berumur 100 hari.

Zat-zat gizi yang diperlukan untuk pertumbuhan tikus hampir sama dengan
manusia yaitu : (1) karbohidrat terdiri dari pati, gula dan selulosa, (2) minyak/lemak
essensial terutama linoleat dan linolenat, (3) protein terutama asam amino essensial,
(4) mineral-mineral elemen mikro dan (5) vitamin-vitamin baik yang larut lemak

maupun larut air (Muchtadi, 1989).
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Menurut Malole et al. (1989), kebutuhan makanan tikus per hari adalah
5 gram dan 10 ml air per 100 gram berat badan. Makanan tikus dapat diganti dengan
makanan ayam petelur karena kandungan proteinnya sudah mencukupi yaitu 17%,
sedangkan tikus membutuhkan sekitar 12% protein (Malole ef al., 1989). Tingkat
konsumsi ransum dipengaruhi oleh temperatur kandang, kelembaban, kesehatan dan
kualitas makanan.
Sebelum percobaan dimulai harus dilakukan masa adaptasi selama 4 — 5 hari
untuk membiasakan tikus dalam lingkungan laboratorium (Muchtadi, 1989).
Kandang tikus harus terbuat dari bahan yang tidak mudah berkarat (galvanized steel
atau stainless steel). Kandang tikus harus berlokasi pada tempat yang bebas dari
suara ribut, dan terjaga dari asap industri atau polutan lainnya. Lantai ruangan harus
mudah dibersihkan dan disanitasi. Suhu optimum untuk tikus adalah 22-24°C dan
kelembaban udara 50 — 60 %, dengan ventilasi yang cukup (Muchtadi, 1989).



3. METODOLOGI

3.1 Alatdan Bahan
3.1.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat pembuatan
khitosan, alat pembuat ransum, alat pemelihara tikus, alat bedah tikus dan alat alat
vang digunakan untuk analisa kolesterol total serum darah tikus.

Alat yang digunakan dalam pembuatan khitosan : pemanas, alat pencuci, alat
penyaring, pengaduk dan termometer. Untuk membuat ransum diperlukan peralatan
seperti blender, penggiling, pan dan oven.

Sedangkan untuk memelihara tikus percobaan diperlukan peralatan antara lain
kandang dari stainless stell dengan alas dan penutup seperti jeruji dan dilengkapi
tempat minum dari botol dan tempat makan, timbanggn tikus dan timbangan ransum.

Proses pembedahan tikus memerlukan peralaéan antara lain toples bius, alat
bedah (gunting, pinset, alat bedah), papan pembedahan, syringe dan spuit serta
tabung penampung darah. Sedangkan untuk analisa kolesterol total serum darah tikus

digunakan sentrifuse, mikropipet, tabung reaksi, vorteks dan spektrofotometer.

3.1.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan khitosan antara lain kulit
udang, HC], NaOH dan H,O,. Ransum standar (kontrol negatif) dan lemak kambing
yang diperoleh dari Pasar Anyar Bogor.

Sebagai hewan percobaan digunakan tikus putih betina strain Wistar berumur
empat bulan sebanyak 36 ekor yang diperoleh dari Fakuitas Kedokteran Hewan IPB.
Sedangkan untuk pembedahan dan analisis sampel digunahan bahan-bahan seperti
dietil eter, kolesterol standar, dan kit kolesterol dari Boehringer Mannheim, dengan

kandungan seperti pada lampiran 2.
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3.2 Metode Kerja
3.2.1 Pembuatan khitosan

Tahap pertama pembuatan khitosan yaitu proses demineralisasi. Limbah
udang yang telah kering dicampur dengan larutan HCI 0,1 N dengan
perbandingan 1:7. HCI ditambahkan sedikit demi sedikit sambil diaduk, kemudian
dibiarkan sampai semalam. Setelah dibiarkan kemudian dipanaskan selama satu jam
pada suhu 90°C yang kemudian disaring dan dicuci dengan air sampai netral.

Tahap berikutnya yaitu deproteinasi. Pada tahap ini, bahan yang telah
mengalami demineralisasi dicampur dengan NaOH 3,5 % dengan perbandingan 1:10
selama satu jam pada subu 90°C. Setelah itu bahan kembali disaring dan dicuci
dengan air sampai netral sehingga dihasilkan khitin.

Tahap ketiga yaitu pemutihan atau bleaching dengan larutan H;0; 1,5 %
selama 2 jam dan kemudian ditiriskan.

Tahap selanjutnya deasetilasi yaitu mengubah khitin menjadi khitosan dengan
cara menambahkan NaOH 50 % dengan perbandingan 1:20 yang dipanaskan selama
dua jam dengan suhu 110°C. Khitosan dihasilkan setelah bahan disaring, dicuci dan
dikeringkan. Pembuatan khitosan dapat dilihat pada Lampiran 1.

Untuk mendapatkan khitosan dengan mutu yang lebih baik, maka dilakukan
proses pemanasan dengan NaOH 4 N dengan perbandingan 1 : 10 selama 1 jam pada
suhu 110°C.

3.2.2 Pembuatan ransum

Ransum untuk perfakuan kontrol positif dan kelompok perlakuan khitosan
dibuat dengan cara mencampur 12.5% lemak kambing dengan ransum kontrol negatif
(ransum standar) untuk kemudian dipeletkan dan dikeringkan dengan oven pada suhu

80°C selama 1 jam.
3.2.3 Pemeliharaan hewan percobaan

Sebelum tikus diambil dari tempat asalnya, dilakukan persiapan kandang,

peralatan makan dan minum serta ruangan yang akan digunakan untuk memelihara
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selama 7 hari perlakuan. Kemudian tikus mulai dipelihara dengan masa adaptasi
terlebih dahulu selama 4 hari unfuk menyesuaikan kondisi fisiologis, nutrisi dan
lingkungan.

Dalam penelitian ini terdapat empat perlakuuan yaitu perlakuan kontrol
negatif (C-), kontrol positif (C+), perlakuan khitosan mutu 2 (P1) dan perlakuan
khitosan mutu 1 (P2) yang diberi selama 7 hari perlakuan. Untuk lebih jelasuya lihat
Tabel 4.

Tabel 4. Jenis Ransum Selama Perlakuan

~ T Ransum Standaf'ﬁRé)
C+ RS + Lemak Kambing (LK) 12.5%
P1 RS + LK + 50 mg Khitosan mutu 2
P2 RS + LK + 50 mg Khitosan mutu 1
Keterangan :

RS mengandung protein > 12%

Masing-masing perlakuan terdiri dari 3 kandang dimana setiap kandang terdiri
dari 3 ekor tikus, sehingga tikus yang dibutuhkan berjumlah 36 ekor. Pemberian
ransum dilakukan sesuai dengan perlakuan secara ad libitum yaitu tikus-tikus diberi
keleluasaan makan dan minum kapan saja dan dalam jumlah yang tidak terbatas.

Untuk khitosan diberikan secara oral setiap hari dalam bentuk larutan, yaitu
dilarutkan dalam asam asetat 1% sebanyak 3 tetes dan diencerkan dengan aquades
hingga 3 ml. Larutan ini mempunyai pH 6 dan diberikan secara oral dengan
menggunakan syringe tanpa jarum agar tidak melukai mulut tikus dan diganti dengan
selang kecil yang agak kaku.
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3.3 Parameter yang Diamati

3.3.1 Berat ransum yang dikonsumsi

Ransum dan air minum diberikan secara ad libitum setiap hari. Untuk
mengetahui jumiah ransum yang dikonsumsi maka dilakukan penimbangan terhadap

sisa ransum yang tidak dikonsumsi.
3.3.2 Berat feses

Berat feses ditimbang tiap hari, dalam penelitian ini penimbangan dilakukan
terhadap berat kering feses. Pengambilan feses dilakukan dengan memberi alas koran
pada kandang tikus, sehingga feses terkumpul dalam koran karena alas kandang

berbentuk jeruji dari besi.
3.3.3 Berat badan

Berat badan ditimbang setiap hari selama 7 hari pengamatan. Karena setiap
kandang terdapat 3 ekor tikus maka untuk meghindari kemungkinan tertukarnya antar

individu dalam satu kandang, maka ekor tikus diberi tanda dengan spidol permanen.
3.3.4 Kadar kolesterol total serum darah tikus

Pengambilan darah tikus dilakuakan sebanyak 3 kali yaitu hari pertama, hari
ke-4 dan hari ke-7 masing-masing 3 kali ulangan. Pengambilan darah dilakukan
dengan cara pembedahan. Sebelum dibedah tikus di-eutinasi dengan pembiusan
ringan terlebih dahulu dengan dietil eter. FEutinasi dilakukan dengan cara
mamasukkan tikus ke dalam toples pembiusan yang telah berisi kapas yang dibasahi
dietil eter. Setelah tikus pingsan kemudian dikeluarkan dan dibedah dengan dimulai
dari perut bagian bawah. Darah diambil dari jantung dengan syringe dan dipindahkan
ke dalam tabung dan ditutup.

Setelah darah terkumpul dalam tabung kemudian disentrifuse untuk
memisahkan serumnya dengan kecepatan 2000 rpm selama 10 menit. Serum yang

terpisah dipipet ke dalam tabung yang lain untuk dianalisa kolesterol totalnya.
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Analisa kolesterol total serum darah tikus dilakukan dengan metode CHOD-PAP
pedoman kerja Boehringer Mannheim Indonesia (1993).

Penentuan Kandungan Kolesterol serum (Metode Boehringer Mannheim, 1993)

Kolesterol ditentukan setelah hidrolisis dan oksidasi. Indikator quinoneimine
bentuk dari hidrogen peroksida dan 4-aminoantipyrin dengan adanya fenol dan

peroksidase.

Komposisi
RI :4x250,atau 4 x 100 ml Reagen
STR : 3 ml standar 200 mg/dL atau 5.17 mmol/L

Persiapan Reagen

Reagen dan standar siap pakai tanpa pengenceran

Stabilitas Reagen
Reagen stabil sampai masa kadaluarsa bila disimpan dalam 2-8°C. Setelah

dibuka reagen stabil sampai masa kadaluarsa bila kontaminasi dapat dihindarkan.

Prosedur
Panjang gelombang : Hg 546 (500 nm)
Tebal kuvet :lem
Temperatur :20-25°C
Pengukuran terhadap  : Blanko Reagen

RB Standar Sampel

Sampel (pL) - - 10

Standar (L) - 10 -
Reagen (uL) 1000 1000 1000

Campur, diinkubasi 20 menit, diukur absorbansi standar (Astd) dan
sampel (Aspl) terhadap blanko reagen (RB) dalam waktu 60 menit
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Sampel
Serum, plasma heparin atau EDTA

Kalkulasi dengan Standar
C(mg/dL) :200xd Aspl/dA, atau
C (mmol/L) :5.17 x d Aspl/d std

3.4 Analisa Data

Pada penelitian ini data dianalisis dengan analisis deskriptif dengan
menggunakan grafik dan diagram batang untuk membandingkan hubungan antara

hari dan perbedaan perlakuan.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi Khitosan

Dari proses isolasi yang dilakukan terhadap kulit udang kering diperoleh
karakteristik khitosan seperti tertera pada Tabel 5.

Tabel 5. Karakteristik Khitosan Hasil Isolasi

ot o 6 — e S
Kadar abu (%) 0.11 0.08
Derajat Deasetilasi (%) 81.51 _ 89.06
Warna larutan Jernih Jernih
Kadar total N (%) 4.39 4.26

4.1.1 Kadar air

Kadar air merupakan salah satu parameter yang ditetapkan pada standar
mutu khitosan. Khitosan bermutu baik jika kadar aimya tidak lebih dari 10%. Dari
hasil isolasi khitosan yang dilakukan, untuk khitosan mutu 2 telah memenuhi syarat
karena kadar airmya 8,67%, sedangkan untuk khitosan mutu 1 kadar airnya 10.46%,
nilai ini belum memenuhi standar mutu.

Kadar air khitosan tidak dipengaruhi oleh perlakuan yang diberikan, tetapi
tergantung dari proses pengeringan yang dilakukan selama isolasi. Hal tersebut dapat
terlihat bahwa adanya pemanasan tambahan dengan NaOH 4N yang dilakukan tidak
memperkecil kadar air karena diduga setelah proses pepambahan pemanasan,
pengeringan yang dilakukan kurang sempurna. Disamping itu wadah penyimpanan
yang kurang tertutup juga dapat menyebabkan penyerapan air dari linglkungan oleh
khitosan karena khitosan bersifat higroskopis. Menurut Sudarmadji (1989), suatu
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bahan yang telah mengalami pengeringan ternyata lebih bersifat higroskopis
dibanding bahan asalnya.

4.1.2 Xadar abu

Abu merupakan unsur-unsur mineral yang tidak dapat dibakar yang masih
terdapat dalam suatu bahan. Pada isolasi khitosan yang dilakukan, baik mutu 1
maupun mutu 2 menghasilkan kadar abu yang telah memenuhi standar mutu.
Kadar abu khitosan mutu 2 dan mutu 1 masing-masing 0.11% dan 0.08%. Dari Hasil
tersebut menunjukkan bahwa proses pemanasan tambahan dengan NaOH 4N yang
dilakukan dapat menurunkan kadar abu pada khitosan mutu 1.

4.1.3 Kadar total nitrogen

Kadar total nitrogen hasil proses deproteinasi yang dilakukan pada khitosan
mutu 2 dan mutu 1 masing-masing 4.39% dan 4.26%. Dari nilai tersebut dapat
diketahui bahwa proses pemanasan tambahan dengan larutan NaOH 4N dapat
menurunkan kadar total nitrogen sebesar 2.96%.

Kemampuan larutan NaOH mengisolsi protein dipengaruhi oleh konsentrasi
dan waktu isolasinya, semakin tinggi konsentrasinya dan makin lama waktunya
semakin besar kemampnan isolasinya. Dengan adanya pemanasan tambahan dengan
larutan NaOH 4N selama 1 jam dapat menurunkan kandungan total nitrogen dalam
khitosan, karena protein yang bereaksi dengan NaOH membentuk ester yang semakin

sempurna sehingga semakin besar pula protein yang dapat dihilangkan.
4.1.4 Derajat deasetilasi

Karena khitosan merupakan produk deasetilasi khitin, maka semakin banyak
gugus asetil yang dapat dihilangkan dari khitin makin tunggi mutu khitosan yang
dihasilkan. Presentasi gugus asetil yang bisa dihilangkan dari khitin pada proses
deasetilasi disebut derajat deasetilasi.  Menurut standar mutu yang ada,
derajat deasetilasi khitosan yang memenuhi syarat adalah lebih besar dari 70%.
Dari isolasi khitosan baik mutu 2 maupun mutu 1 nilainya telah memenuhi standar,

karena masing-masing nilainya 81.51% dan 89.06%.
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Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa dengan adanya pemanasan tambahan
dengan larutan NaOH 4N dapat meningkatkan derajat deasetilasi sebesar 9.26%.
Derajat deasetilasi yang tinggi menunjukkan kemumian khitosan yang dihasilkan,
Semakin banyak gugus asetil yang hilang dari polimer khitin, maka semakin kuat

interaksi antar ion dan ikatan hidrogen dari khitosan.

4.2 Berat Ransum

Untuk mengetahui berat ransum yang dikonsumsi pada tiap perlakuan, tikus
diberi ransum secara ad [ibitum yaitu memberi keleluasaan pada tikus-tikus untuk
makan dan minum kapan saja dan dalam jumlah yang tidak terbatas. Ransum dan
minuman diganti setiap hari, dan untuk mengetahui berat yang dikonsumsi tiap hari
maka sisa ransum ditimbang untuk setiap kandang.

Dari hasil pengamatan selama tujub hari, konsumsi ransum untuk
masing-masing perlakuan yang terdiri dari perlakuan kontrol negatif, perlakuan
kontrol positif, perlakuan 50 mg khitosan mutu 2 dan perlakuan 50 mg khitosan
mutu 1 masing-masing bernilai 12.89, 11.30, 9.74 dan 10.17 gram per ekor per hari.

Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa perlakvan kontrol negatif
menyebabkan berat konsumsi ransum terbesar dibanding perlakuan yang lain dan
perlakuan khitosan mutu 2 menyebabkan berat konsumsi ransum terkecil.

Untuk kontrol negatif, dimana berisi ransum standar menujukkan konsumsi
ransum tertinggi dibanding perlakuan yang lain yaitu sebesar 12.89 gram per ekor
per hari. Sedangkan untuk kontrol positif dimana ransum standar ditambah lemak
kambing sebasar 12.5%, menunjukkan konsumsi yang lebih kecil dibanding kontrol
negatif yaitu sebesar 11.30 gram per ekor per hari. Tetapi nilai ini masih lebih besar
dibanding berat ransum yang dikonsumsi kelompok perlakuan khitesan mutu 2 dan
khitosan mutu 1 yang masing-masing sebesar 9.74 dan 10.17 gram per ekor per hari.

Adanya penambahan lemak kambing sebesar 12.5% menyebabkan berat
ransum yang dikomsumsi lebih kecil dari kontrol negatif. Lemak gajih yang

diperoleh dari jaringan lemak yang banyak terdapat dalam rongga perut, mempunyai
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sifat-sifat seperti tekstur, cita rasa dan bau yang tidak seragam. Disamping itu lemak
gajih cepat menjadi tengik sehingga mempengaruhi aroma dan cita rasa dari ransum
yang dihasilkan (Winarno, 1996)

Tabel 6 Menunjukkan berat ransum yang dikonsumsi untuk tiap perlakuan.
Dari tabel tersebut diketahui bahwa ransum yang diberikan secara ad libitum pada
tikus-tikus menyebabkan perbedaan berat ransum yang dikonsumsi tiap ekor.

Sedangkan Gambar 9 dapat memperjelas perbedaan konsumsi ransum tiap perlakuan.

Tabel 6. Berat Ransum yang Dikonsumsi selama Perlakuan

C- 10.00 | 10.00 | 11.67 | 14.31 | 1424 | 15.00 | 15.00 | 12.89

C+ 10.00 | 10.00 | 15.00 | 12.59 | 11.67 | 9.94 | 991 11.30

P1 10.00 | 10.00 | 15.00 | 825 | 10.17 | 7.83 | 6.95 9.74

P2 10.00 | 10,00 | 15.00 | 1046 | 9.83 9.00 | 10.33 10.17
20.00

15.00 * + ——C-
Berat Ransu —a—C+

. [—
(gr/ekor) "10.00 ~4—P1
5.00 —e—P2

0-00 T T T T T T 1
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Gambar 9. Berat Ransum yang Dikonsumsi selama Perlakuan
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Dari Gambar 9 dapat diketabui bahwa pada hari kesatu sampai ketiga
menunjukkan berat konsumsi ransum yang sama untuk C+, P1 dan P2 sedangkan
untuk C- menunjukkan jumlah konsumsi ransum yang lebih kecil terutama untuk hari
kedua sampai hari ketiga. Hal ini diduga karena kelompok C+, P1 dan P2 berisi
ransum yang sama sehingga menunjukkan konsumsi yang cenderung sama pada hari
pertama sampai ketiga, dimana hari tersebut kemungkinan merupakan masa adaptasi
terhadap ransum yang diberikan. Untuk kelompok C- konsumsi ransumnya naik
secara perlahan tanpa pernah mengalami penurunan karena berisi ransum standar
yang biasa dikonsumsi sehingga tidak memerlukan masa adaptasi lagi.

Kecilnya konsumsi ransum pada perlakuan baik khitosan mutu 2 maupun
mutu | disebabkan karena bahan-bahan tersebut termasuk ke dalam kelompok serat
dari hewan yang tidak larut karena mempunyai struktur kimia yang hampir sama
dengan selulosa sehingga mempunyai efek mengenyangkan bila dikomsumsi.
Menurut Purnamawati (1997), khitosan termasuk ke dalam kelompok makanan yang
mempunyai kadar serat tinggi karena mempunyai kandungan total serat makanan
sebesar 72.52%. Disamping itu, kecilnya konsumsi ransum pada perlakuan khitosan
dimungkinkan adanya gfferfasite yang .kurang enak yaitu adanya rasa sepat dan
bahkan mungkin pahit. Kemungkinan penyebabnya adalah gugus amin yang terikat
pada khitosan yang terlepas akibat reaksi dengan asam organik atau disebabkan oleh
produk hasil degradasi protein akibat pemanasan yang tinggi selama proses ekstraksi

bahan dari bahan baku.

4.3 Berat Feses

Kelompok kontrol negatif mempunyai berat rata-rata feses yang lebih tinggi
dibanding kelompok perlakuan yang lain, yaitu sebesar 9.38% per ekor per hari.
Kemudian berat rata-rata dari kelompok perlakuan kentrol positif, perlakuan khitosan

mutu 2 dan khitosan mutu 1 masing-masing 5.81, 4.74 dan 4.76 gram per ekor

per hari.
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Pada Tabel 7 dapat dilihat berat feses per ekor per hari selama 7 hari
perlakuan. Dari hasil tersebut, bila dihubungkan dengan jumlah konsumsi ransum
dapat diketahui bahwa berat rata-rata feses tikus per hari berhubungan dengan berat
konsumsi ransumnya. Hal ini bisa dilihat dari konsumsi ransum kontrol negatif yang
mempunyai nilai terbesar akan menghasilkan berat feses yang juga terbesar.
Sedangkan untuk konsumsi ransum terkecil yaitu kelompok perlakuan khitosan

mutu 2 menghasilkan berat feses yang juga terkecil.

Tabel 7. Berat Feses Tikus Percobaan selama Perlakuan

C- 10.69 | 4.86 | 6.12 | 1041 | 11.88 | 9.92 | 11.88 | 9.38
C+ 5.44 3.98 6.65 7.62 6.49 5.91 4,58 5.81
P1 3.65 5.23 5.64 5.06 497 496 3.72 4.74
P2 5.98 4.04 4.61 5.60 6.03 3.96 3.16 4.76
15.00 -
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Gambar 10. Berat Feses Tikus Percobaan selama Perlakuan

Dari Gambar 10 dapat dilihat bahwa berat feses mengalami penurunan pada
hari kedua karena adanya penyesuaian terhadap ransum yang diberikan. Pada hari
kedua sampai hari keempat mengalami kenaikan dan kembali mengalami penurunan

sampai hari ke-7, kecuali untuk perlakuan kontrol negatif yang justru mengalami
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kenaikan. Penurunan pada ketiga perlakuan ini diduga berhubungan dengan jenis
ransum yang diberikan, yaitu dengan adanya penambahan lemak kambing pada
kontrol positif dan khitosan untuk perlakuan P1 dan P2.

Sifat serat dalam meningkat massa feses berhubungan dengan kemampuan
daya serap air serat tersebut. Khitosan yang serupa dengan selulosa mempunyai
kapasitas yang terbatas dalam menyerap air. Tetapi hal ini tidak berati bahwa zat
yang terdapat dalam feses seperti asam empedu, lemak dan kolesterol juga kecil,
karena semakin banyak serat yang dikonsumsi semakin banyak pula asam empedu,

lemak dan kolesterol yang dikeluarkan tubuh bersama feses.

4.4 Pertambahan Berat Badan

Penimbangan berat badan dilakukan tiap hari selama satu minggu perlakuan

tiap individu dengan tujuan untuk mengetahui pertambahan berat badan.

Tabel 8. Pertambahan Berat Badan Tikus Percobaan selama Perlakuan

C- -5.32 | -1.18 | 038 | 0.42 | 1.37 | 2.70 | 3.67 2.04
C+ -543 | 0.18 | 6.77 | -1.28 | -2.40 | -20.00 | 22.40 0.24
P1 -8.14 | 245 | 2.07 | -6.12 | 0.03 | -5.07 | 2.53 -12.25
P2 -6.93 | 1.03 | 7.03 | -0.30 | -4.37 | 3.67 | 047 -1.42

Pada Tabel 8 menunjukkan pertambahan berat badan dan rata-rata
pertambahan berat badan semua kelompok perlakuan. Dari tabel tersebut
menunjukkan bahwa kelompok perlakuan kontrol negatif (pakan standar) mengalami
pertambahan berat badan tertinggi yaitu sebesar 2.04 gram per ekor per hari.
Sedangkan kelompok perlakuan kontrol positif (pakan standar ditambah dengan
lemak kambing 12.5%) mengalami pertambahan berat badan sebesar 0.24 gram

per ekor per hari.
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Adanya pertambahan berat badan terbesar untuk kelompok periakuan
kontrol negatif, mungkin berhubungan dengan konsumsi ransum kelompok ini yang
juga terbesar dibanding kelompok perlakuan lainnya. Disamping itu, karena kontrol
negatif berisi ransum standar, maka ada kemungkinan kelompok perlakuan ini sudah
terbiasa dengan konsumsi ransum yang disediakan sehingga berat badan selama
perlakuan cenderung meningkat.

Dengan adanya penambahan lemak sebesar 12.5% pada kelompok perlakuan
kontrol positif, menyebabkan berkurangnya konsumsi ransum yang berakibat
kenaikan berat badan yang lebih kecil dibanding kontrol negatif.

Gambar 11 menunjukkan pertambahan berat badan untuk masing-masing
perlakuan. Kelompok C+ mengalami penurunan berat badan yang drastis pada hari
ke-5 sampai hari ke-6 dibanding perlakuan yang lain. Hal ini diduga karena kondisi
internal tikus baik kondisi fisik maupun kondisi psikologis seperti adanya stres dan
pengaruh konsumsi ransum yang ditambah lemak yang terakumulasi pada hari ke-5

sampai hari ke-6 menyebabkan berat badan menurun secara drastis.

— 4 C-
—a—C+
——P1
—8-P2

Pertambahan Berat Badan

Hari

Gambar 11. Pertambahan Berat Badan Tikus Percobaan selama Percobaan

Pada hari keenam sampai hari ketujuh kelompok C+ mengalami kenaikan
berat badan lebih besar dibanding perlakuan lainnya yang dimungkinkan karena

kondisinya telah normal kembali.
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Jika kelompok perlakuan kontrol negatif dan positif mengalami pertambahan
berat badan, kelompok perlakuan khitosan justru mengalami penurunan berat badan,
Pada kelompok perlakuan khitosan mutu 1, penurunan berat badan tidak begitu besar
yaitu 1.42 gram per ekor per hari. Sedangkan kelompok perlakuan khitosan mutu 2
terjadi penurunan berat badan yang cukup besar yaitu 12.25 gram per ekor per hari.

Secara umum, energi yang berasal dari bahan makanan digunakan untuk
mempertahankan suhu tubuh, gerakan otot, mengganti sel yang rusak pada orang
dewasa dan pertumbuhan sel pada anak. Bila asupan lemak, protein dan karbohidrat
sebanding dengan energi yang keluar, maka bahan-bahan tersebut sudah habis
terpakai sebelum sediaan yang baru datang. Dengan demikian berat badan dapat
dipertahankan konstan.

Menurut Smith dan Soesanto (1988), kecepatan pertumbuhan tikus adalah
lima gram/hari. Jika dihubungkan dengan pernyataan tersebut, menunjukkan bahwa
pertumbuhan kelompok perlakuan kontrol negatif dan positif cenderung konstan
selama tujuh hari pengamatan. Pertambahan berat badan kedua kelompok ini lebih
kecil dari lima gram/hari diduga karena umur hewan percobaan yang sudah mencapai
seratus hari. Hal ini sesuai pernyatan Muchtadi (1989) bahwa tikus tidak pernah
berhenti tumbuh walaupun kecepatannya menurun setelah berumur 100 hari.

Dari hasil selama seminggu perlakuan, baik khitosan mutu 1 maupun
khitosan mutu 2 mengalami penurunan berat badan tetapi efek penurunannya lebih
besar pada kelompok perlakuan khitosan mutu 2. Efek penurunan berat badan ini
diduga berkaitan dengan konsumsi ransum yang lebih kecil dibandingkan dengan
kontrol.

Khitosan termasuk ke dalam makanan yang berkadar serat tinggi (72.52%)
(Purnamawati, 1997). Adanya penambahan bahan-bahan tersebut ke dalam ransum
bisa menyebabkan pengikatan zat-zat gizi tertentu seperti vitamin, mineral dan
protein yang diperlukan dalam proses metabolisme (Muchtadi, 1989). Protein yang
kurang dicerna oleh tubuh selanjutnya dapat berpengaruh pada penurunan jumlah

asam-asam amino yang dapat diserap dan digunakan, karena sebagian besar akan
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dibuang melalui feses. Sehingga walaupun jumlah ransum yang dikonsumsi banyak,
tapi pertumbuhan berat badannya semakin rendah.

Serat makanan juga dapat mempengaruhi enzim-enzim protease baik secara
in vitre maupun in vivo pada hewan percobaan dan mengganggu penyerapan lemak,
karena serat dapat meningkatkan ekskresi asam empedu yang berperan dalam

penyerapan lemak.

4.5 Kadar Kolesterol Total

Untuk mengetahui efek kelompok perlakuan terhadap kadar kolesterol total
serum darah tikus, maka dilakukakan tiga kali analisis yaitu hari ke-1, hari ke-4 dan
hari ke-7.

Pada kelompok perlakuan kontrol negatif, tetjadi penurunan kolesterol total
selama seminggu perlakuan. Pada hari ke-4 pengamatan terjadi penurunan kadar
kolesterol total sebesar 2.04%, sedangkan hari ke-7 terjadi penurunan sebesar 10.30%
dibanding hari pertama. Penurunan kolesterol total pada kelompok ini dimungkinkan
karena kecilnya kadar kolesterol dan lemak yang ada dalam ransum, sehingga
sebagian besar kolesterol yang ada dalam darah berasal dari sintesis endogen dari
tubuh yang terjadi terutama dalam hati disamping dalam usus dan kelenjar-kelenjar
yang memproduksi hormon steroid lainnya seperti korteks adrenal, testis dan

ovarium. Kadar kolesterol total tiap perlakuan dapat dilhat pada Tabel 9.

Tabel 9. Kadar Kolesterol Total Serum Darah Tikus
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Gambar 9 menjelaskan perbedaan kadar kolesterol total antar perlakuan pada

pengamatan hari pertama, keempat dan ketujuh.
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Gambar 12. Kadar Kolesterol Total Serum Darah Tikus Percobaaan

Untuk kelompok perlakuan kontrol positif, terjadi kenaikan kadar kolesterol
total selama seminggu pengamatan sebesar 22.84%. Selama tiga kali analisis, kadar
kolesterol terbesar terjadi pada hari ke-4 pengamatan dengan kenaikan sebesar
44.84% terhadap hari pertama. Pada hari ke-7 pengamatan terjadi penurunan 20.61%
dibanding hari ke-4. Tetapi kadar kolesterol hari ke-7 masih lebih tinggi 22.84%
dibanding hari pertama.

Kenaikan kadar kolesterol total pada kelompok ini, diduga karena adanya
penambahan lemak kambing sebesar 12.5% pada ransum. Karena lemak kambing
merupakan salah satu lemak jenuh yang di dalamnya terkandung asam-asam lemak
seperti asam miristat (14 : 0) sebesar 5%, asam stearat (18 : 0) sebesar 30% dan asam
palmitat (16 : 0) sebesar 25% (Buckle et al., 1988). Menurut Herman (1991),
konsumsi asam lemak jenuh tinggi akan menaikkan kadar kolesterol dan trigliserida
dalam darah, asam palmitat dan asam miristat merupakan asam lemak yang paling
kuat mempengaruhi konsentrasi kolesterol. Sehingga mekanisme tubuh untuk

mengatur keseimbangan produksi kolesterol dalam hati tidak bekerja secara efektif.
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Untuk kelompok perlakuan khitosan mutu 2 secara umum mengakibatkan
penurunan kolesterol total serum darah sebesar 15.62% selama seminggu perlakuan.
Pada hari ke-4 analisis terjadi sedikit kenaikan kadar kolesterol sebesar 2.64% -
dibanding hari pertama dan kembali mengalami penurunan pada hari ke-7
pengamatan. Adanya kenaikan kadar kolesterol hari ke-4 pada kelompok perlakuan
khitosan mutu 2 ini diduga karena kecilnya kadar kolesterol total pada hari pertama.
Adanya kenaikan pada hari keempat ini sebenarnya sudah menunjukkan efek
pemberian khitosan, hal ini bisa dilihat jika dibandingkan dengan kelompok C+ yang
berisi ransum yang sama dengan P1. Pada hari keempat kelompok C+ mengalami
kenaikan kadar kolesterol yang jauh lebih besar dibanding P1. Pengaruh pemberian
khitosan mutu 2 semakin terlihat pada hari ke-7 dengan adanya penurunan kadar
kolesterol total sebesar 15.62%.

Pada kelompok perlakuan pemberian khitosan mutu 1, terjadi penurunan
kadar kolesterol total serum darah sebesar 38.66% selama seminggu perlakuan.
Penurunan ini terjadi baik pada hari ke-4 maupun hari ke-7 pengamatan. Pada hari
ke-4 terjadi penurunan sebesar 6.20%, sedangkan hari ke-7 sebesar 34.60% terhadap
hari ke-4. Dari hasil di atas temyata khitosan dengan mutu yang lebih baik dapat
memberikan efek yang lebih besar pada penurunan kadar kolesterol total serum darah
tikus percobaan.

Seperti telah diketahui bahwa khitosan termasuk ke dalam kelompok serat
dari hewan yang memiliki struktur mirip selulosa dan menurut Purnamawati (1997)
bahwa kadar total serat makanan sebesar 72.52% sehingga dikelompokkan ke dalam
makanan dengan kadar serat tinggi. Kemampuan serat untuk menurunkan kadar
kolesterol darah berkaitan dengan sifat daya ikatnya terhadap bahan organik termasuk
asam empedu. Asam empedu berfungsi untuk mengemulsikan lemak menjadi asam
lemak yang dapat diserap oleh tubuh. Dengan diikatnya asam empedu oleh serat,
maka jumlah asam empedu bebas akan berkurang dan memacu dibentuknya asam
empedu baru dari kolesterol yang ada dalam darah sehingga konsentrasi kolesterol
dalam darah akan menurun. Karena serat tidak dapat dicerna maka bersama asam

empedu akan diekskresikan bersama feses.
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Disamping itu serat merupakan media efektif fermentasi bagi mikroba
anaerobik seperti bakteriodes yang mampu memfermentasi serat larut air dalam usus
besar. Fermentasi ini akan menghasilkan asam-asam lemak rantai pendek seperti
asam propionat, asam asetat dan asam butirat. Asam lemak propionat dapat menekan
pembentukan kolesterol karena fungsinya sebagai inhibitor enzim 3-hidroksi-3-metil
glutaril Ko-A reduktase yang merupakan enzim pembentukan kolesterol dalam hati.
Dengan mekanisme tersebut di atas, khitosan merupakan bahan antilipemik yang

mempercepat ekskresi lipid dan menghambat penyerapan kolesterol.
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5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Isolasi khitosan dari kulit udang yang meliputi proses demineralisasi,
deproteinasi dan deasetilasi menghasilkan khitosan mutu 2 dengan kadar air 8.67%,
kadar abu 0.11%, total nitrogen 4.39% dan derajat deasetilasi 91.06%. Sedangkan
dengan adanya proses benambahan pemanasan dengan larutan NaOH 4N selama
1 jam pada suhu 110°C menghasilkan khitosan mutu 1 dengan kadar air 10.46%,
kadar abu 0.08%, kadar protein kasar 26.62% dan derajat deasetilasi sebesar 89.06%.
Hasil tersebut telah memenuhi standar mutu khitosan, kecuali untuk kadar air pada
khitosan mutu 1. Kadar air standar mutu khitosan adalah < 10%. Lebih tingginya
kadar air khitosan yang dihasilkan bisa disebabkan oleh kurang sempurnanya proses
penjemuran dan penyerapan air dari lingkungan pada waktu penyimpanan.

Pemberian khitosan mutu 1 dan khitosan mutu 2 sebesar 50 mg per ekor
per hari pada tikus percobaan dapat menurunkan konsumsi ransum, munurunkan
berat badan, menurunkan berat feses dan menurunkan kadar kolesterol total serum
darah tikus percobaan.

Pemberian khitosan 50 mg per ekor per hari selama 7 hari perlakuan dapat
menurunkan konsumsi ransum dibanding perlakuan kontrol negatif (ransum standar)
dan perlakuan kontrol positif (ransum ditambah 12.5% lemak kambing). Berat
rata-rata konsumsi ransum untuk perlakuan kontrol negatif, perlakuan kontrol positif,
perlakuan khitosan mutu 2 dan perlakuan khitosan mutu 1 masing-masing adalah
12.89, 11.30, 9.74 dan 10.17 gram per ekor per hari. Dari hasil ini terlihat bahwa
khitosan mutu 2 memberikan efek penurunan konsumsi ransum lebih besar dibanding
perlakuan yang lain.

Berat rata-rata feses tikus percobaan per ekor per hari selama 7 hari untuk
perlakuan kontrol negatif, perlakuan kontrol positif, perlakuan khitosan mutu 2 dan
perlakuan khitosan mutu 1 masing-masing adalah 9.38, 5.81, 4.74 dan 4.76 gram

per ekor per hari. Perlakuan kontrol negatif mempunyai berat feses terbesar karena
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konsumsi ransumnya juga paling tinggi. Berat feses perlakuan khitosan mutu 2 lebih
kecil dari perlakuan lainnya karena konsumsi ransumnya juga lebih kecil.

Perlakuan khitosan mutu 1 dan khitosan mutu 2 memberikan efek penuruan
berat badan tikus percobaan selama 7 hari perlakuan. Efek penurunan terbesar pada
perlakuan khitosan mutu 2. Penurunan berat badan perlakuan khitosan mutu 1 dan
khitosan mutu 2 masing-masing 12.25 dan 1.42 gram per ekor per hari. Sedangkan
untuk perlakuan kontrol negatif dan positif memberikan efek pertambahan berat
badan masing-masing 2.04 dan 0.24 gram per ekor per hari.

Perlakuan khitosan mutu 1 memberikan efek penurunan kadar kolesterol
terbesar dibanding perlakuan yang lain. Perlakuan kontrol positif mengalami
kenaikan kadar kolesterol baik pada hari ke-4 maupun hari ke-7 dengan nilai
masing-masing 44.84% dan 22.84%, sedangkan untuk tiga perlakuan lainnya
mengalami penurunan. Untuk kontrol negatif mengalami penurunan kadar kolesterol
yang lebih kecil dibanding perlakuan Khitosan. Penurunan kadar kolesterol
perlakuan kontrol negatif hari ke-4 dan hari ke-7 adalah 2.04% dan 10.30%.
Perlakuan khitosan mutu 1 memberikan efek penuranan sebesar 6.20% pada hari ke-4
dan 38.66% pada hari ke-7. Untuk perlakuan khitosan 2 mengalami penurunan kadar
kolesterol sebesar 15.62% pada hari ke-7, tetapi mengalami kenaikan kolesterol
sebesar 2.64% pada hari keempat, hal ini diduga karena rendahnya kadar kolesterol
pada hari pertama. Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa khitosan dengan mutu
yang lebih baik akan menurunkan kadar kolesterol total serum darah tikus yang lebih

besar.

5.2 Saran

Untuk menjaga mutu khitosan, terutama kadar aimya disarankan dilakukan
pengemasan yang baik dan untuk lebih memperjelas efek penurunan kadar kolesterol
darah vang disebabkan oleh perlakuan khitosan disarankan untuk dilakukan juga
pengukuran terhadap kadar LDL (Low Density Lipoprotein) dan HDL (High Density
Lipoprotein) serum darah tikus percobaan. Mengingat efek hipokolesterolemia pada
khitosan disarankan aplikasi baik dalam makanan atau minuman kaya serat maupun

sebagai obat penurun kolesterol dan penurun berat badan.
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Lampiran 1. Diagram Alir Pembuatan Khitosan.

Limbah kulit udang

'

Pencucian

|

Pengeringan

'

Penghancuran

y

Demineralisasi 1:7, HCI 0,1N 1 Jam 90°C

|

Penyaringan dan pencucian n-

|

Deproteinasi 1:10, NaOH 3,5% 1 Jam 90°C

Y

Penyaringan dan pencucian

Khitin

v

Pemutihan (H,O5 1,5% 2 Jam)

'

Pencucian, penirisan dan pengeringan

}

Deasetilasi 1:20, NaOH 50% 2 Jam 110°C

!

Khitosan



Lampiran 2. Komposisi Reagen Kit Kolesterol.

N A w N

Buffer fosfat pH 6.5
4 — aminofenazon
fenol

Peroksidase
Kolesterolesterase
Kolesteroloksidase

Sodium azide

100 mmol/L
0.25 mmol/l
25 mmoVl/L
>5KU/L

> 150 U/L
> 100 U/L
0.05 %
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Lampiran 3. Berat Badan Tikus Percobaan selama Perlakuan.

47

£X
LA AL LA ga )

151.1 | 1506 |- - - - - -
2104 | 2005 |- - - - - -
1895 | 181.7 |- - - - - -
160.6 | 150.8 | 147.5 | 148 147 - - -
76.0 |740 |[748 760 |753 |- - -
1413 | 1445 | 1404 143.0 | 1434 |- - -
147.6 | 136.4 | 1363 1132.0 |138.5 | 1395 | 1413 | 145
86.5 81.6 82.3 85.0 |84 864 190.7 |955
1474 | 142.8 | 141.7 1145.0 | 1433 | 144 146.0 | 148.5
145.5 | 1364 |- - - - - -
128.1 | 1264 |- - - - - -
151.7 | 144.8 |- - - - - -
111.0 | 101.6 |100.5 |109.5 | 108 - - -
127 118.5 | 1172 | 1305 | 128.6 |- - -
124 122.6 | 123.8 | 1265 | 1246 |- - -
1363 1295 |129.1 |137.1 | 1384 | 1362 |121.2 | 1403
119.5 |120.3 | 1233 | 1272 {1243 |121.0 |75.9 123
145.5 | 139.6 |139.3 |143.0 |142.2 [140.5 | 140.5 | 1415
157.7 | 1449 |- - - - - -
1147 1110.7 |- - - - - -
1389 1272 |- - - - - -
119.5 | 112.6 | 1132 114 99 - - -
129.5 | 115.8 {127.3 | 126 1145 |- - -
104.9 |103.8 | 1052 |106.0 |98.1 |- - -
1040 | 962 |97.7 |994 |985 1002 1960 |95.0
1484 | 1363 |136.9 |141.5 | 140.0 | 1404 {134.1 |139.0
146.9 | 143.7 [142.8 | 148.6 |148.7 |146.5 |141.8 | 1455
111.6 {934 |- - - - - -
140.5 {1312 |- - - - “ -
1114 {1051 |- - - - - -
141.5 | 138.7 | 136.5 | 140.5 | 1426 |- - -
100.5 | 974 |95.7 998 (972 |- - -
119.3 | 1148 {1184 |118.9 |122.1 |- - -
122.4 |105.1 |115.6 |122.5 |1225 | 120 1203 | 120

114.4 |118.8 |122.5 {1242 1235 |123.1 | 1235

90.5 95.3 98.0 [97.0 96.3 949 195.6
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Lampiran 4. Berat Feses Tikus selama Perlakuan.




Lampiran 5. Berat Konsumsi Ransum selama Perlakuan.

ari

L s

5

e »‘;.\*e\%
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Lampiran 6. Rekapitulasi Kadar Kolesterol Total Perlakuan Kontrol Negatif.

. 63.07 95.30 34.57

2. 93.26 67.65 78.51
3. 77.08 65.68 96.30
77.80 +15.11 76.21 +16.56 69.79 +31.77
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Lampiran 7. Rekapitulasi Kadar Kolesterol Total Perlakuan Kontrol Positif.

50.91+ 7.14 73.74 £ 1.14 62.54 + 9.69
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Lampiran 8. Rekapitulasi Kadar Kolesterol Total Perlakuan Khitosan Mutu 2.

1. 88.94 51.58 40.99
2. 35.57 28.43 26.17
3. 39.35 87.90 71.11

54.62 +£29.97 56.06 +29.98 46.09 £22.90
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Lampiran 9. Rekapitulasi Kadar Kolesterol Total Perlakuan Khitosan Mutu 1.

ST
x a\ggg ?\‘?Egbgi\ézg

1. ‘ 76.01 73.08 27.99

2. 67.52 80.00 76.54
3. 76.01 52.83 30.12

73.18 4+ 4.90 68.64 + 14.12 44.89 +29.15
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Lampiran 10. Gambar Kandang Tikus Percobaan Selama Perlakuan

E T "
% & ot
A o TR
‘“@-ze;: st

’ P v et
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Lampiran 11. Gambar Penimbangan Tikus dan Pemberian Khitosan secara
Oral




