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BAB 3. BAHAN DAN METODE

okasi Penelitian
‘enelitian dilakukan di Laboratorium Kimia pangan

Unri, Laboratorium Bersama Hewan Percobaan
1en IImu dan Teknologi Pangan, Fakultas Teknologi

ian dan SEAFAST Center, Institut Pertanian Bogor;
atorium Biokimia dan kimia, TPG-IPB.

nan dan Alat

Bahan yang digunakan pada percobaan ini meliputi

-utama terdiri dari teripang pasir (Holothuria scabra)

dicdapat dari nelayan di Kepulauan Riau dan Balai

. Laut (BBL) Lampung. Teripang pasir yang
n adalah teripang dengan bobot badan 300-500
r. Hewan percobaan yang digunakan dalam

y adalah tikus putih Sparague Dawley jantan dengan

tubuh 150-200 g per ekor yang diperoleh dari

) ¢

ka IPB Bogor. Bahan kimia yang digunakan adalah

ahan kimia untuk pengujian sifat kimia meliputi,

aOH, buffer phosphat, acarbose, enzim tripsin,
lukosa, aquades, ethanol teknis, dll. Disamping itu
n juga bahan-bahan kimia untuk analisis proksimat
rotein total metode mikro-kjeldahl, analisis lemak,
", dan kadar abu. Bahan kimia untuk pengujian
meliputi alloxan tetrahydrat untuk menginduksi
yang dibeli indent dari Singapura via suplier bahan
Bogor. Bahan habis pakai meliputi: kapas, tissue,

inum voil, kertas saring biasa, whatman 42, aquades,

¥
i
A
A

1)

ngan, masker mulut, dan bahan-bahan untuk pakan
kus.

t yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari:
1 seperti spektrofotometer UV-Vis, sentrifuse,
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vacum, Blood glucose Test Meter GlucoDr, oven,

ryer, pH meter, HPLC, waterbath, refrigerator, tissue
lihg console, mikroskop, timbangan, alat analisis

jeldahl), lemak (Soxhlet), kadar abu, dan kadar air
005). Alat habis pakai meliputi wadah plastik, hot

unsen, cetakan kotak preparat, keranjang preparat, jar,

al, botol sampel, sarung tangan, masker mulut,
disposable blades. Alat pemeliharaan hewan
seperti kandang plastik, canul, syringe, tempat
n minum tikus percobaan, peralatan untuk
 ransum. Alat gelas meliputi pipet tetes, pipet

Jet volume, tabung reaksi, mikro pipet, beker gelas,

kur, pengaduk gelas, botol timbang, erlenmeyer,

I, gelas obyek, gelas penutup, corong gelas, pipet
dsb.

bdologi Penelitian
cangan Penelitian dan Analisis Data

ncangan percobaan untuk penelitian ini adalah

acak lengkap. Menurut. Data yang diperoleh
Jengan analisis sidik ragam (ANOVA) (Steel et al.

ksanaan Penelitian
litian ini terdiri dari 5 (lima) tahap yaitu:
apan dan analisis komposisi kimia (proksimat)

fit teripang

ouatan dan analisis asam amino total dan bebas

idrolisat, isolat, dan konsentrat protein kulit teripang

uji aktifitas daya hambatnya terhadap enzim a-

Ikosidase
- efek hipoglikemik hidrolisat, isolat, dan konsentrat

‘0tein kulit teripang pada tikus coba.



D
7).

igujian bioassay (in vivo) pengaruh hidrolisat,
lat, dan konsentrat protein kulit teripang terhadap

ukosa darah tikus normal dan DM

2ngujian histopatologi (immunohistokimia) pengaruh
Idrolisat, isolat, dan konsentrat protein kulit teripang
rhadap jaringan pankreas tikus normal dan DM.

jyan alir rencana penelitian, capaian dan keluaran
setiap tahap penelitian sebagai berikut:

ALIR RENCANA PENELITIAN
japan dan  Analisis Komposisi  Kimia

‘oksimat) Kulit Teripang Pasir

Teripang pasir Pencapaian Keluaran/
lothuria scabra J) penelitian output
v
isahan bagian tubuh
¢ v T o Teridentifikasi
B : a komposisi  kimia
Daging Kulit h (proksimat)  kulit
4 teripang || teripang a teripang meliputi:
I H v D kadar air, protein,
- } lemak, abu dan
nakan Digunakan L karbohidrat
v
Komposisi Kimia
Kulit Teripang:
r
A
5%
idrat
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gmbuatan dan Analisis Asam Amino Total dan
ebas Hidrolisat, Isolat, dan Konsentrat Protein
ulit Teripang

§ Kulit teripang pasir Pencapaian Keluaran/
(Holothuria scabra J) penelitian output
L T
: |
Tepung kulit teripang « Diperoleh
Al I hidrolisat, isolat,
< v v T dan konsentrat
it Isolat kulit Konsentrat a protein kulit
(Karnila kulit h teripang
2011) (Karnila2011) | a e Teridentifikasi
=, | P kadar air, protein
= v ) total, kadar dan
is Kadar air, Protein Total, Kadar jenis asam amino
1is- Asam Amino Bebas dan Total bebas dan total
Jenghitungan rendemen serta rendemen
=] hidrolisat, isolat,
dan konsentrat
1= protein kulit
25% teripang
v v

Jji  Efek Hipoglikemik Hidrolisat, Isolat, dan

\onsentrat pada Tikus Coba

X 3 > X 3
S 3 g S Pencapaian Keluaran/
8 =i =3 3 penelitian output
=4 + % '
2
_1 I_l_l
e Diperoleh Kadar
fesing Terdiri dari Dosis: T G_|Uk053 Darah
00, dan 300 mg/kg BB a Tikus Coba
h e Diketahui  efek
s ¢ a hipoglikemik
 Hiperglikemik Tikus Coba: | | p dosis terbaik dari
Penambahan Glukosa hidrolisat, isolat,
= 3
v dan  konsentrat
Isis Kadar Glukosa Darah: P“?te'” kulit
<e 0. 30. 60. 90. 120. dan 150 teripang
= _ﬂ_'k—l 50%
- teral
sat isolat konsentrat
. A4
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jujian Bioassay (In Vivo) Pengaruh Hidrolisat,
it, dan Konsentrat terhadap Glukosa Darah

IS Normal dan DM

A A A
) °) 1)
s 12|32
D = =
= =3 =3
:F 1 +
=8

Bioassay/ In Vivo

Pencapaian
penelitian

Keluaran/
output

lewan Uji:

Dawley (150-200 g) dan
;elama 2 minggu

kus (7/klIp) dibagi mjd 5 klp

1/Kontrol Neg (tidak DM+ bahan
0%)

2/Kontrol Pos (DM+ bahan uji 0%)
3 (DM+ hidrolisat protein kulit

ng terbaik)

4 (DM+isolat protein kulit teripang
baik)

‘DM+konsentrat protein kulit

ng terbaik )

Jipuasakan semalam dan utk mjd
<us diinjeksi alloksan

52 percobaan 28 hari

e Pengamatan
konsumsi ransum
dan penimbangan
berat badan per

Kadar hari
)arah e Pengukuran kadar
2dan glukosa darah
setiap 3 hari
e Masa percobaan 28
S hari

T T o

~

80%

«4----

e Diperoleh

Perubahan  Kadar
Glukosa Darah dan
Berat Badan Tikus
Coba selama 28
hari

Diketahui
perbedaan efek
hipoglikemik dari
hidrolisat, isolat,
dan konsentrat
protein kulit
teripang
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jujian Histopatologi (Immunohistokimia)
jaruh  Hidrolisat, Isolat, dan Konsentrat

rhadap Jaringan Pankreas Tikus Normal dan DM

ampling: Pencapaian Keluaran/
dan Hati Tikus penelitian output
topatologi
‘ankreas
tau Pengawetan
v e Diketahui  kondisi
si dan clearing Hls_topatologl )
Jaringan pankreas:
I e Jumlah Sel
- . Beta
qast paraffin dan e Jumlah  Pulau
embedding Langerhans
e Diketahui  kondisi
— hormon insulin yg
Sectioning T dihasilkan sel beta
S B a pankreas
oy h
ing (HE dan a
Shistokimia) P
o ¥ 5
rofotografi
itungan  Jumlah
ta
ingan  Jumlah
Langerhans
iksaan Hormon
] dengan
{arnaan
histokimia 100 %

pan dan Analisis Komposisi Kimia (Proksimat)
Teripang Pasir

tahap ini jenis teripang yang digunakan adalah
yasir (Holothuria scabra). Teripang yang akan
terlebih dahulu dibersihkan dan dipisahkan antara



l’ I

sang dengan bagian tubuh lainnya (daging, jeroan,
Selanjutnya kulit teripang dicuci dan dilakukan

ilingan, kemudian dilakukan pengukuran beberapa

ter kimia (proksimat) meliputi analisa protein total,

in lemak, kadar abu, kadar air, dan karbohidrat.
protein total menggunakan metode Kjeldahl,
in lemak dengan metode Soxhlet, kadar abu

C, 2005), kadar air (AOAC, 2005), dan karbohidrat

ence).

buatan dan Analisis Asam Amino Total dan
1s Hidrolisat, Isolat, dan Konsentrat Protein

ilit Teripang

drolisat Protein Kulit Teripang

:rcobaan ini dilakukan dengan menggunakan metode
a et al. (2011a) dengan sedikit modifikasi. Pada tahap
ulit teripang segar dibersihkan, dicuci dan dipisahkan

lan yang tidak diinginkan. Selanjutya dilakukan

ilan ukuran dengan penggilingan. Kemudian timbang
ung kulit dan suspensikan ke aquades sejumlah 100

ogenisasi selama 2 menit). Kemudian dilakukan
n pada suhu 98°C selama 15 menit. Setelah
at dingin, maka dilakukan penambahan enzim
jjumlah 880 pg/ ml homogenat. Proses hidrolisis

<an pada suhu 37°C dan pH 7.5 selama 3-30 jam.

jutnya dilakukan perebusan pada suhu 85°C selama 15

tuk menginaktifkan enzim. Setelah proses hidrolisis
lilanjutkan dengan pemisahan supernatan/fasa cair
sipitan/residu  menggunakan sentrifugasi (10.000
lama 15 menit). Supernatan yang diperoleh,

jorasi dengan menggunakan rotary vacuum evaporator

semua pelarut menguap. Hasil evaporasi yang

leh pada tahap ini merupakan hasil hidrolisat teripang
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Jtnya dilakukan proses freeze dryer. Pengamatan
hidrolisat teripang yang dihasilkan meliputi
kadar air (AOAC, 2005), kadar protein total
{jeldahl), kadar asam amino bebas, jenis asam

tal dan bebas.

at Protein Kulit Teripang
edur pembuatan isolat protein kulit teripang
‘an metode Karnila et al. (2011a) sebagai berikut.

) awal teripang segar dibersihkan, dicuci dan kulit
lipisahkan dari bagian yang tidak diinginkan.
dilakukan pemotongan kulit teripang untuk
ukuran dengan penggilingan (penepungan).
timbang sebanyak 100 g daging teripang dan

1sikan dalam aquades dengan rasio bahan: aquades
b/v) dan diatur pH-nya dengan cara penambahan

0 secara bertahap menggunakan pipet tetes sambil
'nggunakan magnetic stirer sampai mencapai pH

njutnya dipanaskan pada suhu 40°C, selama 30 menit
iaduk menggunakan magnetic stirer dan selanjutnya

gasi pada kecepatan 1500 rpm, selama 15 menit
si 1). Supernatan dipisahkan, dan diatur pH-nya
dengan cara penambahan HCI 6N secara bertahap
<an pipet tetes sambil diaduk menggunakan

. stirer. Selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan
1, selama 15 menit (sentrifugasi 2). Endapan yang

kemudian dikeringkan dengan freeze dryer
diperoleh sampel dalam bentuk isolat protein

;. Pengamatan terhadap isolat protein teripang yang

meliputi rendemen, kadar air (AOAC, 2005),

rotein total (metode Kjeldahl), kadar asam amino

s asam amino total dan bebas.



sentrat Protein Kulit Teripang

mbuatan konsentrat protein kulit teripang dilakukan

ara maserasi menurut metode Karnila et al. (2011b)
berikut. Percobaan dilakukan dengan cara
1an kulit teripang yang akan diekstrak pada lemari
1 (suhu + 4°C) menggunakan bahan pelarut selama
Pada tahap awal Kkulit teripang dibersihkan

Jisahkan dari bagian yang tidak diinginkan, kemudian

kkan pemotongan dan penggilingan untuk pengecilan

Timbang 100 g dan masukkan ke dalam labu
r, kemudian direndam dalam pelarut aseton dengan
> blv, selanjutnya dimasukkan ke dalam lemari

10in selama 24 jam. Setelah ekstraksi selesai,
tkan dengan pemisahan supernatan/fasa cair dari
i/residu  menggunakan sentrifugasi (10000 rpm,

5 menit pada suhu 4°C). Presipitat yang diperoleh

ahap ini selanjutnya dilakukan proses freeze dryer.

tan terhadap konsentrat protein teripang yang
n meliputi rendemen, kadar air (AOAC, 2005),
otein total (metode Kjeldahl), kadar asam amino
1is asam amino total dan bebas.

jukuran Rendemen, Kadar Asam Amino Bebas,
5 Asam Amino Total dan Bebas

aen

ndemen dihitung berdasarkan persentase berat kering

, isolat, dan konsentrat kulit teripang kering dibagi

kering sampel awal yang digunakan. Rendemen

, Isolat, dan konsentrat kulit teripang dihitung

Jmus sebagai berikut:
berat kering hidrolisat/isolat/ konsentrat x 100%

drolisat = Berat kering sampel awal
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2nis dan Kadar Asam Amino Total dan Bebas
is jenis dan kadar asam amino total dan bebas

) dengan metode reaksi pra kolom gugus amino
creaksi tertentu membentuk suatu derivat yang dapat

sinar UV atau berflouresensi (Karnila 2012).

—fek Hipoglikemik Hidrolisat, Isolat, dan

nsentrat pada Tikus Coba
igujian ini bertujuan untuk menentukan aktifivitas

ik dari hidrolisat, isolat, dan konsentrat protein
ing. Dosis masing-masing bahan yang akan diuji

<emiknya adalah 100, 200, dan 300 mg/kg bb yang

i1 per oral. Sebagai pembanding positif diberikan obat

,5 mg/kg bb tikus per oral. Untuk membuat tikus

\kemia sesaat, tikus diinduksi menggunakan larutan D-
(Widowati 2007 dan Karnila 2012) sebanyak 1

tikus per oral yang diberikan 10 menit setelah tikus

3= /!

kstrak, hidrolisat dan isolat protein teripang maupun

JSe.

nyak 48 ekor tikus putih jantan galur Sparague

mur dua bulan digunakan dalam penelitian ini.
>obaan dibagi ke dalam 12 kelompok perlakuan
celompok kontrol negatif, yaitu tikus tidak diberi
dan tidak hiperglikemia; (2) kelompok kontrol

iperglikemia, yaitu tikus hiperglikemia dan tidak
bahan uji; (3-11) kelompok hiperglikemia dan diberi

hidrolisat, isolat, dan konsentrat protein kulit
angan masing-masing dosis 100, 200, 300, mg/kg
ral, dan (12) kelompok kontrol obat positif
la, yaitu tikus hiperglikemia dan diberi obat
,5 mg/kg bb. Kadar glukosa darah tikus percobaan
dengan metode glucose oxidase biosensor,

nakan alat Blood glucose Test Meter GlucoDr™
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\GM-2100 (diproduksi oleh allmedicus Co Ltd.,
>engukuran dilakukan pada menit ke: 0, 30, 60, 90,
150 setelah perlakuan.

jujian Bioassay (InVivo) Pengaruh Hidrolisat,

olat, dan Konsentrat tehadap Glukosa Darah Tikus

nal dan DM
ujian bioassay ini bertujuan untuk melihat

fuh hidrolisat, isolat, dan konsentrat protein kulit

terhadap kadar glukosa darah dan berat badan.
ji bioassay ini menggunakan hidrolisat, isolat, dan

trat protein kulit teripang yang memiliki efek

emik terbaik pada dosis terendah yang telah

<an pada tahap 3.

k melihat efek bahan uji maka digunakan tikus

antan Sparague Dawley (150-200 g) yang terlebih
t dilakukan adaptasi selama 2 minggu dengan tujuan

1embiasakan tikus dengan lingkungan penelitian.
yang diberikan selama masa adaptasi merupakan

} basal. Ransum basal dan air diberikan secara ad

>etelah tahapan adaptasi selesai maka tikus siap
ookkan dan diinjeksi alloxan. Masing-masing tikus
an digunakan dalam penelitian ditimbang dan
berat badannya. Sebanyak 35 ekor tikus

mpokkan dalam lima kelompok (tujuh ekor tikus per

k). Kelompok pertama yaitu kontrol negatif (tidak
ahan uji 0%), kelompok dua kontrol positif (DM +
i 0%), kelompok tiga grup DM dengan pemberian

el hidrolisat protein kulit teripang (terbaik tahap Il1),

ok empat grup DM dengan pemberian sampel isolat
in kulit teripang (terbaik tahap 1l1), kelompok lima

A

)M dengan pemberian sampel konsentrat protein kulit

(terbaik tahap I11).
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b2

elum diinjeksi tikus dipuasakan selama satu malam.

loxan dilakukan dengan dosis 120 mg/kg bb

ifoneal (Kim et al. 2006). Kondisi tersebut

a

()

bkan timbulnya DM. Tikus dikatakan DM jika kadar

arah sesaat diatas 200 mg/dl. Injeksi dilakukan

intraperitonial pada semua tikus, kecuali kontrol

iehingga tikus-tikus tersebut menderita DM.
kontrol negatif tidak diinjeksi alloxan dan sebagai
iinjeksi dengan natrium fisiologis dengan dosis 1
Masa percobaan adalah selama 28 hari. Selama
obaan, kelompok perlakuan diberi ransum setiap
engan sampel sebagaimana perlakuan diatas,
kelompok kontrol (negatif dan positif) tetap diberi
andar. Pengamatan dilakukan terhadap konsumsi
n peningkatan berat badan setiap hari. Pengukuran

ukosa darah tikus percobaan dilakukan setiap 3 hari.

Histopatologi  (Immunohistokimia) Pengaruh

rolisat, Isolat dan Konsentrat terhadap Jaringan
1kreas Tikus Normal dan DM

is histopatologi jaringan pankreas bertujuan untuk
sis  perubahan histopatologi sel beta jaringan
ikus percobaan (DM dan tidak DM). Percobaan
setelah masa percobaan berakhir (hari ke-29).

\alisis  histopatologi  diawali dengan pembuatan
i1 histopatologi yang terdiri atas sembilan tahapan

|

1990), vyaitu pengambilan sampel (sampling),
)engawetan), dehidrasi, penjernihan (clearing),
parafin, pencetakan (embedding), pemotongan
19) dan pewarnaan (staining) Hematoxylin-Eosin
10histokimia terhadap sel beta, serta pengamatan

' pankreas.



