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BAB IV
HASIL PENELITAN
ASTAXANTHIN

EKSTRAKSI ASTAXANTHIN

—kstraksi karotenoid merupakan suatu proses

. memperoleh karotenoid dari bahan yang diduga

indung karotenoid, seperti kulit udang. Karotenoid

kulit udang merupakan senyawa kompleks yang

<atan secara nonkovalen dengan protein (Gimeno et

07).

3abu et al, (2008) menyatakan ekstraksi
noid telah banyak dilakukan dengan berbagai
e, yaitu menggunakan pelarut kimia, minyak,
ritikal  karbondioksida, bakteri, dan enzim.

ksi karotenoid meggunakan pelarut kimia telah

vak dilakukan diantaranya menggunakan heksana,

on, metanol, dan etanol.

—kstraksi karotenoid menggunakan pelarut kimia

mang efektif akan tetapi memiliki beberapa
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ingan, vyaitu proses pemisahan pelarut kimia

gan karotenoid sangat sulit sehingga dapat

1legradasi karotenoid dan hasil ekstraksinya tidak

AT
u

al

bagi kesehatan. Maoka dan Akimoto (2008) telah
kstraksi karotenoid dari kulit udang menggunakan

menghasilkan rendemen sebesar 0,1 mg/g.

5imeno et al., (2007) menyatakan bahwa ekstraksi

sienoid  menggunakan  aseton  lebih  efektif

ndingkan dengan etanol. Ekstraksi menggunakan

t minyak tidak dapat dijadikan sebagai suplemen

natan karena kandungan asam lemak tak jenuhnya

at tinggi sehingga tidak baik untuk kesehatan (Lee et

99).

Shacindra et al., (2005) telah melakukan ekstraksi
noid menggunakan pelarut aseton pada berbagai

| tubuh udang dan menghasilkan rendemen sebesar

“17,4 ppm pada daging udang, 35,8-153,1 ppm pada

1la, dan 59,8-104,7 ppm pada kulit udang.

—kstraksi karotenoid menggunakan superkritikal

jondioksida juga telah banyak dilakukan. Hasil

si menggunakan metode ini sangat kecil dan
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ak struktur dari astaxanthin. Lopez et al., (2004)

nibandingkan bahwa ekstraksi karotenoid

1ggunakan superkritikal karbondioksida

nohasilkan rendemen 71% lebih kecil dibandingkan

an cara manual.

Chakrabarti (2002) telah melakukan penelitian

raksi karotenoid menggunakan enzim protease dan

jemen yang dihasilkan sebesar 30 — 40 ppm.

unaan enzim protease berguna untuk memutus
protein dengan karotenoid sehingga diperoleh
noid bebas. Penggunaan enzim dalam ekstraksi

noid tidak menghasilkan residu yang berbahaya

tubuh dan lingkungan

Saat ini udang beku diekspor tanpa menggunakan
. dan kulit sehingga menghasilkan banyak limbah

Kepala dan kulit udang mengandung pigmen

‘otenoid yang berwarna merah keoranyean. Pigmen ini

1iliki banyak fungsidiantaranya sebagai antioksidan.

. ekstraksi karotenoid dapat dilakukan dengan

rut bahan kimia, super kritikal karbondioksida dan

enzimatis.
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roses ekstraksi menggunakan pelarut bahan kimia

ighasilkan banyak limbah cair dan berbahaya bagi

itan. Ekstraksi karotenoid menggunakan metode

I kritikal karbondioksida menghasilkan rendemen

<ecil. Ekstraksi karotenoid secara enzimatis lebih
lingkungan dan menghasilkan rendemen yang

Ekstraksi karotenoid dari limbah kepala udang

gan enzim dapat lebih ekonomis bila menggunakan

im komersial yang berharga rendah, misalnya enzim

in dibandingkan menggunakan enzim murni, seperti

m pepsin.

=nzim papain dan pepsin merupakan enzim
se yang memiliki spesifitas tinggi, hanya
«atalisis substrat tertentu, tidak membentuk produk
ng vyang tidak  diinginkan,  mempunyai

ctivitas yang tinggi sehingga dapat mengurangi

va. Produk akhir pada umumnya tidak terkontaminasi

ingga mengurangi biaya purifikasi dan mengurangi

kerusakan terhadap lingkungan. Kerangka

iliran penelitian dapat dilihat pada Gambar 2.
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v

Proses demineralisasi menggunakan HCI
v

Proses ekstraksi menggunakan enzim

enzim
v

e Spesifitas tinggi
e Mengkatalisis substrat tertentu
e Murah dan aman

v
Enzim papain dan pepsin

' Profil karotenoid dan aktivitas antioksidan

Gambar 2. Ekstraksi Astaxanthin.
Pigmen Karatenoid (Astaxanthin)

Karotenoid adalah pigmen alami yang disintesis
i tanaman, alga, jamur, kapang dan bakteri.
rotenoid juga ditemukan dalam ikan (salmon, trout,
1 ‘beam, kakap merah, dan tuna), kulit, cangkang atau

rangka luar hewan air, seperti moluska (clam, oyster,
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lop) dan crustacea (lobster, kepiting, udang). Gimeno

I.,, (2007) menyatakan pigmen ini tidak dapat

sis sendiri oleh hewan-hewan tersebut tetapi

roleh dari makanan, yaitu alga. Jenis pigmen

ienoid terdiri dari beberapa jenis, seperti likopen,

iien, xantophil, zeaxanthin, dan astaxanthin.

Hal ini disebabkan karotenoid dapat mengalami

¢1 kimia yang menghasilkan turunannya dengan sifat

12 yang masih sama (Rodriguez-Amaya et al., 2006).

ur karotenoid merupakan turunan dari likopen

J masing-masing terdiri dari 40 atom C dengan dua

pada bagian ujungnya. Cincin yang terdapat pada

itenoid dihubungkan oleh atom C yang terkonjugasi

stem polien.

Dua pigmen karotenoid, yaitu a dan p-karoten

disusun oleh atom C dan H yang pada bagian

ngnya mengalami siklisasi. Xanthophil merupakan

Al

n karotenoid yang mengalami substitusi oksigen,

ithin - merupakan turunan Kkarotenoid yang

\galami hidrogenasi dan mengandung gugus hidroksi.

. oksi terdapat dalam canthaxanthin, sedangkan
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nbinasi gugus hidroksi dan oksi terdapat dalam
xanthin. lkatan ganda terkonjugasi pada karotenoid

‘upakan gugus kromofor yang memberikan warna.

Setiap ikatan rangkap pada rantai alifatisnya akan
nberikan dua bentuk konfigurasi geometri, yaitu
cis dan trans. Isomer cis lebih stabil
andingkan trans. Karotenoid yang terdapat dialam
bentuk trans. Karotenoid merupakanpigmen yang
mberikan warna kuning, oranye atau merah pada ikan
. udang (Ciapara et al., 2006). Struktur Pigmen
otenoid dapat dilihat pada Gambar 3.

NNNANAANANAN
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Hasil penelitian Babu et al., (2008) menunjukkan
wa astaxanthin  merupakan komposisi pigmen
otenoid terbesar dalam crustacea (lobster, kepiting,
10). Gugus hidroksil dan keton pada cincin dalam
‘ekul astaxanthin mengindikasikan bahwa senyawa
ebut lebih polar dibandingkan karotenoid lainnya dan

iki aktivitas antioksidan yang sangat tinggi. Gugus
roksi dapat bereaksi dengan satu atau dua asam lemak
mbentuk monoester dan diester. Bentuk teresterifikasi
mengakibatkan astaxanthin bersifat hidrofobik (tidak

dalam air), diester bersifat lebih hidrofobik
andingkan dengan bentuk monoester. Astaxanthin
am keadaan bebas bersifat tidak stabil dan mudah
ksidasi.

Astaxanthin stabil dalam bentuk terkonjugasi
1 protein atau membentuk ester dengan asam

ak seperti palmitat, oleat atau linoleat (Hussein et al.,

p)

Karotenoid memiliki sifat tidak larut dalam air,

kit larut dalam minyak, larut dalam hidrokarbon

fik dan aromatik serta larut dalam hidrokarbon

Q)

dorinasi, seperti kloroform dan metilen Klorida
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<

ipson, 1982). Karotenoid sangat bermanfaat bagi

itan karena dapat mencegah oksidasi asam lemak

enuh (Khanafari, 2007). Karotenoid bermanfaat bagi
ehatan manusia, sebab karotenoid dapat mencegah

itas kanker paru-paru, kanker prostat, penyakit

ing dan katarak (Olson, 1999). Ciapara et al., (2006)

ttakan bahwa karotenoid juga dapat mencegah

2isi bakteri, meningkatkan sistem kekebalan tubuh,

icegah peradangan dan sebagai pelindung kerusakan

akibat sinar UV.

Olson (1999) menyatakan beta karoten dapat
gah beberapa aktivitas kanker, seperti kanker
)rokan dengan konsumsi sebesar 15 mg selama 6
kanker usus dengan dosis sebesar 25 mg selama 5
kanker kulit dengan dosis 50 mg selama 5 tahun,

inker prostat dengan dosis 20 mg selama 5-8 tahun.

Astaxanthin dapat mencegah aktivitas kanker

cna  dapat menekan pertumbuhan kanker dan

1ingkatkan daya tahan tubuh untuk melawan antigen.

et al., (1999) menyatakan bahwa 0,1 dan 0,4%

xanthin dapat mencegah kanker payudara pada tikus.
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inthin juga dapat mencegah penyakit jantung,

ab astaxanthin dapat mencegah oksidasi Low Density

otein (LDL) yang merupakan kolesterol jahat

/ehab arteriosclerosis.

Astaxanthin dapat berfungsi sebagai antibakteri

lelicobacter pylori penyebab kanker usus. Koloni

pylori di lapisan mukosa usus dihambat karena

nya astaxanthin pada lapisan mukosa usus (Wadstron

Alejung, 2001). Astaxanthin  memiliki efek

linflamasi dengan menghambat sitokin dan chemokin.
xanthin bisa mencegah kelelahan mata, katarak
setik, mempertajam penglihatan. meningkatkan daya

1 otot, dan mencegah kerut (Hussein et al., 2006).

1entuan B-Karoten & Astaxanthin

Kadar beta karoten ditentukan dengan metode

. Sampel dielusi dengan HPLC Shimadzu Liquid

‘omatograph, kolom C18 15 cm x 4 mm, detector

IS Photodiode Array, dengan fasa gerak metanol :

tonitril : tetrahidrofuran (75:20:5) pada kecepatan alir

mL/menit.  Eluen  dimonitor menggunakan

ofotometer pada panjang gelombang 400 nm.
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Kadar astaxanthin ditentukan dengan mengguna-
metode HPLC. Sampel sebanyak 0,3 mL direaksikan
im 5 mL aseton kemudian diinjeksikan dalam HPLC
falui kolom ODS (25 cm X 4,6 mm dengan ukuran
iel 5um). Sampel dielusi menggunakan campuran
anol: diklorometan: asetonitril: air (67,5: 22,5: 9,5:
Jengan daya alir 1 mL/mnt. Eluen dimonitor
nggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang

J-am.

Ekstraksi karotenoid dari kepala udang dilakukan
Igan menggunakan enzim papain dan enzim pepsin,
ripakan modifikasi dari metode Babu et al., (2008).

aroten termasuk pigmen karotenoid yang memiliki
kromofor, berupa ikatan rangkap terkonjugasi.
. kromofor ini yang menyebabkan terbentuknya
pada karotenoid, semakin banyak ikatan rangkap
kanjugasi semakin mengarah kewarna merah atau
rye. Analisis beta karotenoid menggunakan metode
LC memiliki prinsip bahwa respon yang diberikan
iah berdasarkan kemampuan adsorben dalam kolom

uk  memisahkan komponen dari senyawa Yyang
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1alisis, tentunya hal ini tergantung pada pelarut yang
unakan (Delia, 2004).

Identifikasi beta karoten menggunakan HPLC
1 kecepatannya yang tinggi dapat langsung

makan dalam proses pemisahan serta penentuan

rasi (Bushway, 1986). Analisis beta karoten

nggunakan HPLC menggunakan kolom C18 (15 cm x

nm) detektor UV-VIS Photodiode Array dengan
iggunakan fasa gerak isokratikmetanol: asetonitril:
ahidrofuran (75:20:5) pada kecepatan alir 1,2
/menit pada suhu ruang dengan panjang gelombang
nm (Zhao et al., 2004).

Beta Karoten

8876%

- 4376
1742

i
=1
L

Gambar 4. Profil standar B-karoten
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Gambar 4. menunjukkan bahwa profil beta

ofen waktu retensi 8,876 menit, luas area 5905,26

gan konsentrasi sebesar 100 ppm. Kromatogram dari

ndar beta karoten dijadikan acuan untuk mencari

il beta karoten dalam hasil ekstraksi. Analisis profil

+ karoten dalam hasil ekstraksi dapat dilihat pada

ar 5.

nbar 5.

- A

Aner
i
whn

Profil beta karoten untuk hasil ekstraksi
menggunakan: (a) enzim pepsin 2%, (b)
enzim pepsin 3%, (c) enzim pepsin 4%, (d)
enzim papain 4%, (e) enzim papain 6% dan
(f) enzim papain 8%
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A

(8%

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dalam
udang mengandung beta karoten, hal ini
Ikkan dalam hasil kromatogram. Kromatogram

jjukkan bahwa terdapat kemunculan puncak pada

<iu retensi sekitar 8 menit yang sesuai dengan standar

3

aroten. Ekstraksi menggunakan enzim pepsin 3%
1zim papain 8% memiliki kandungan beta karoten

ama Yyaitu sekitar 15,58 ppm.

Hasil analisis menunjukkan bahwa selain beta

n dimungkinkan terdapat senyawa karotenoid

nya. Pigmen karotenoid yang ada dalam kepala

selain beta karoten adalah astaxanthin, alfa

jten,  cantaxanthin, lutein, zeaxanthin  dan

cyanin. Pigmen-pigmen karotenoid hasil analisa
muncul pada waktu retensi 1 hingga 40 menit
et al., 2008).

Kepala udang banyak mengandung pigmen

otenoid (Holanda dan Netto, 2006). Astaxanthin

akan pigmen dominan dalam kulit udang yang

\pakan golongan karotenoid (Firdaus, 2001).
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Astaxanthin -~ memiliki  kemampuan  untuk
ighambat terjadinya oksidasi tujuh kali lebih baik
andingkan dengan beta karoten (Naguib, 2000).
alisis kualitatif dan kuantitatif dilakukan dengan
gukuran  konsentrasi astaxanthin menggunakan

Analisis astaxanthin menggunakan HPLC
junakan kolom ODS (25 cm x 4,6 mm) detektor
VIS Photodiode Array dengan menggunakan fasa
ak  isokratik  metanol:diklorometan:asetonitril:air
5:22,5:9,5:0,5) pada kecepatan alir 1 mL/menit pada
u ruang dengan panjang gelombang 450 nm (Lee et
2004). Adapun kromatogram standar astaxanthin

at dilihat pada Gambar 6.

Astaxanthin

4
-
=4

-

19.16
—
¥

(f
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N

—

Gambar 6. Profil standar Astaxanthin

Gambar 6 menunjukkan bahwa profil astaxanthin

retensi 22.562 menit dengan konsentrasi sebesar
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ppm. Kromatogram dari standar astaxanthin

ilikan acuan untuk mencari profil astaxanthin dalam

il ekstraksi. Analisis profil astaxanthin dalam hasil

traksi dapat dilihat pada Gambar 7.
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mbar 7. Profil astaxanthin untuk hasil ekstraksi
menggunakan: (a) enzim pepsin 2%, (b)
enzim pepsin 3%, (c) enzim pepsin 4%, (d)
enzim papain 4%, (e) enzim papain 6% dan
(F) enzim papain 8%.

40



tre

14

)

Hasil  kromatogram  menunjukkan  bahwa
«si karotenoid dari kepala udang menggunakan

pepsin 3% menghasilkan kandungan astaxanthin

g tinggi yaitu sekitar 13,65 ppm sedangkan ekstraksi

ggunakan  enzim  papain 4%  menghasilkan

(s}

IWW

5
e

e

ngan astaxanthin yang tinggi yaitu sekitar 11,62

Hasil penelitian Babu et al., (2008) menyatakan
. terdapat beberapa kandungan senyawa karotenoid

alam hasil ekstraksi dari kepala udang antara lain

rti beta karoten, alfa karoten, cantaxanthin, lutein,
xanthin dan crustacyanin. Senyawa-senyawa ini

upakan golongan karotenoid yang memiliki aktivitas

i antioksidan. Senyawa pigmen karotenoid lain
Jt memiliki jumlah yang relatif kecil yaitu sekitar

recovery. Kandungan pigmen karotenoid dalam

12 udang dipengaruhi oleh makanan udang, karena

n ini tidak dapat disintesis sendiri akan tetapi

leh melalui makanan.

Antioksidan adalah senyawa yang dapat menjadi

elektron atau reduktan. Antioksidan dapat
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icegah reaksi oksidasi dengan cara mengikat radikal
as dan molekul yang sangat reaktif, sehingga
usakan sel dapat dihambat (Winarsi, 2007).

Metode vyang digunakan dalam pengujian
vitas antioksidan adalah metode DPPH. Kemampuan

ekstraksi dapat menghambat terjadinya reaksi
Jasi adalah 4,05-32,87%. Ekstraksi menggunakan
i pepsin memiliki kemampuan untuk menghambat
adinya oksidasi lebih baik dibandingkan dengan
iraksi  menggunakan enzim papain, hal ini
wngkinkan pigmen karotenoid dan senyawa fenol
g terekstraksi menggunakan enzim pepsin lebih
\yak dibandingkan dengan yang menggunakan enzim

Pigmen karotenoid memiliki komponen kimia
aktif menetralkan radikal bebas, yaitu ikatan
igkap pada karotenoid. lkatan rangkap ini akan
caksi melalui mekanisme pemecahan rantai radikal
as. Kemampuan hasil ekstraksi untuk menghambat
adinya antioksidan memiliki korelasi yang positif

gan total fenol dalam sampel. Hasil pengukuran total
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menyatakan bahwa ekstraksi menggunakan enzim

in 8% dan enzim pepsin 3% memiliki kandungan

tertinggi, sehingga sampel hasil ekstraksi ini

iliki kemampuan untuk menghambat terjadinya

si lebih besar dibandingkan dengan sampel

tya.

Sahidi dan Wanasundara (1992) menyatakan

va. senyawa fenol memiliki kemampuan sebagai

ksidan karena senyawa ini dapat menyumbangkan

en untuk menstabilkan radikal bebas. Senyawa-

vawa fenol ini merupakan senyawa aktif dari bahan

rang dapat dijumpai atau diperoleh dari makanan.

Kemampuan hasil ekstraksi dalam menghambat
si tidak hanya tergantung dari jumlah kandungan
@aroten dan astaxanthin, tetapi juga dipengaruhi
dyigmen karotenoid lainnya, seperti crustacyanin,

aroten, lutein, canthaxanthin yang terdapat dalam

il ekstraksi karotenoid dari kepala udang.

Hasil penelitian Babu et al., (2008) menyatakan

wa dalam hasil ekstraksi karotenoid dari kepala

{g

mengandung beberapa pigmen lainnya selain
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nthin dan beta karoten diantaranya adalah alfa

sien,  crustacyanin, canthaxanthin, lutein  dan

@nthin.  Pigmen-pigmen  ini  teridentifikasikan

ilui analisis menggunakan HPLC dengan waktu

151 dan panjang gelombang yang berbeda.
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