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Abstrak

Gelembung renang ikan patin mengandung protein yang tinggi, oleh karena itu dapat digunakan
sebagai bahan baku kolagen. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan karakteristik kimia dari gelembung
renang, proses pretreatment non-kolagen, ekstraksi kolagen menggunakan asam dan untuk mengevaluasi
karakteristik kolagen. Metode penelitian yang dilakukan yaitu pretreatment KOH dengan konsentrasi 0,05;
0,1; dan 0,15 selama 12 jam. Proses ektraksi dilakukan dengan merendam sampel dalam larutan asam asetat
dengan konsentrasi 0,25; 0,5 dan 0,75 M (rasio 1:10; b/v) dengan perlakuan waktu ekstraksi selama 24, 48
dan 72 jam pada suhu 4°C. Rancangan percobaan yang digunakan adalah rancangan acak lengkap faktorial
(RALF). Hasil penelitian menunjukkan kandungan protein gelembung renang adalah 85,26% (bk), profil
asam amino didominasi oleh tiga asam amino yaitu glisina (56,85 mg/g), prolina (31,03 mg/g), dan alanina
(23,85 mg/g). Perlakuan 0,05 M KOH selama 8 jam dipilih sebagai metode pretreatment terbaik untuk
ekstraksi kolagen. Metode ekstraksi menggunakan 0,50 M asetat selama 48 jam menghasilkan kolagen
terbaik yang memiliki struktur triple helix dan memiliki Tg 84°C.

Kata kunci : asam amino, FTIR, protein, stabilitas termal

Profiling of Collagens from Swim Bladder of Catfish (Pangasius sp.) by Acid Extraction

Abstract

Swim bladders of catfish contain high protein, therefore it is can be used as a raw material for collagen.
The study aims to determine the chemical characteristics of swim bladders, the pretreatment of non-collagen,
extraction of collagen dissolves acid and to evaluate the characteristics of collagen. The method of this study
is KOH pretreatment with a concentration of 0,05; 0,1; and 0,15 for 12 hours. The extraction process is done
by soaking the sample in a solution of acetic acid with a concentration of 0,25; 0,5 and 0,75 M (ratio 1:10;
b/v) and extraction time for 24; 48; and 72 hours at 4°C. The experimental design used for alkaline and acetic
acid pretreatment were factorial completely randomized design. The result showed that the protein content
of swim bladder was 85,26% (db), the profile of amino acids were dominated by three amino acids namely
glycine (56,85 mg/g), prolyne (31,03 mg/g), and alanyne (23,85 mg/g). Using 0,05 M KOH for 8 h was
selected as the best pretreatment method for collagen extraction. Extraction method using 0,50 M acetic
for 48 h resulted he best collagen which revealed the existence of a triple helix structure and had Tg 84°C.

Keywords : amino acid, FTIR, protein, thermal transition
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PENDAHULUAN
Kolagen adalah protein berbentuk
fibrous yang terdapat dalam jaringan

ikat vertebrata yang memiliki tiga rantai
polipeptida membentuk triple helix (Walters
dan Stegemann 2014; Pal et al. 2015) dan
merupakan kelompok protein yang tidak larut
air. Keberadaan kolagen mencapai 25-30%
dari total protein hewani yang banyak terdapat
padagigi, tendon, kulit, kornea mata dan tulang
(Potaros et al. 2009; Sinthusamran et al. 2013).
Kandungan kolagen didominasi oleh asam
amino glisina, prolina, hidroksiprolina, dan
alanina yang berperan dalam pembentukan
dan penstabilan struktur helix kolagen.
Kolagen memiliki kadar, komposisi, serta sifat
fisikokimia yang berbeda-beda tergantung
pada jaringannya (Hema et al. 2013). Kolagen
yang teridentifikasi ada tipe I sampai XXI
yang memiliki urutan asam amino, struktur,
dan fungsi yang berbeda (Liu et al. 2012).

Pemanfaatan kolagen cukup luas dan
berkembang baik digunakan dibidang
medis sebagai implan dan kardiovaskular
(Hashim et al. 2015), dibidang pangan sebagai
enkapsulasi (GOmez-Guillén et al. 2011),
dan  dalam bidang kosmetik digunakan
sebagai antiaging yaitu make up dalam bentuk
lotion, gel, krim, serum maupun powder
(Silva et al. 2013).

Sumber bahan baku kolagen yang beredar
di pasaran umumnya dari bahan baku tulang
dan kulit mamalia seperti sapi dan babi.
Penggunaan babi tidak dibenarkan olehAgama
Islam, sementara penggunaan tulang dan
kulit sapi tidak dapat diterima oleh Agama
Hindu. Bahan baku yang bersumber dari
sapi juga menimbulkan adanya kekhawatiran
karena isu penyakit sapi gila atau mad cow
disease (Santos et al. 2013). Permasalahan ini
memberikan peluang besar pada pemanfaatan
hewan akuatik misalnya ikan sebagai sumber
bahan baku kolagen.

Ikan patin merupakan salah satu jenis
ikan yang saat ini berkembang pesat. Produksi
ikan patin di Indonesia meningkat secara
signifikan sejak tahun 2004 hingga tahun
2009, yaitu sekitar 30.000-50.000 ton per
tahun. Tahun 2016 produksi patin nasional
sebesar 437.111 ton, naik signifikan dari
tahun sebelumnya yaitu 339.069 ton dan

328

pada tahun 2018 produksi patin sebanyak
604.587 ton (KKP 2018). Produksi ikan
patin selama ini masih sebatas daging (fillet)
untuk dikonsumsi. Banyaknya produksi
dan konsumsi daging tersebut akan
menghasilkan jumlah hasil samping yang
tinggi. Hasil samping merupakan sisa dari
suatu proses produksi berupa tulang, kulit,
jeroan dan gelembung renang. Jumlah hasil
samping yang didapat pada saat pengolahan
ikan berkisar 20-60% dari bahan baku
(Kittiphattanabawon et al. 2010). Pemanfaatan
hasil samping ini akan berdampak positif
karena dapat menjadi produk yang bernilai
jual, dapat mengurangi dampak negatif
terhadap lingkungan serta meningkatkan
pendapatan. Salah satu bagian hasil samping
ikan patin yang memiliki potensi untuk
dimanfaatkan sebagai sumber kolagen adalah
bagian organ gelembung renang.

Gelembung renang dikenal sebagai
gelembung udara yang digunakan sebagai
bahan tambahan makanan dalam sop sayur
bagi masyarakat di Cina (Trilaksani et al.
2006), bahan baku pembuatan isinglass yang
dimanfaatkan sebagai penjernih minuman bir
di Eropa (Hickman et al. 2000). Gelembung
renang juga dimanfaatkan sebagai kolagen
(Kaewdang et al. 2014). Trilaksani et al
(2006) telah meneliti pemanfaatan gelembung
renang ikan patin Pangasius hypopthalmus
sebagai bahan baku pembuatan isinglass
dengan kandungan protein 94,38-94,63%.
Kartika et al. (2016) meneliti gelembung
renang ikan cunang Muarenesox talabon
sebagai kolagen dengan kandungan protein
93,39%. Kandungan protein yang tinggi
diduga berasal dari kandungan protein
jaringan ikat yang tidak larut dalam air.

Proses pengolahan gelembung renang
menjadi kolagen diawali dengan melakukan
atau proses pretreatment.  Pretreatment

dilakukan untuk mengeliminasi protein
non-kolagen serta menghilangan lemak
dan  mineral-mineral dalam jaringan

gelembung renang sehingga mempermudah
proses ekstraksi. Sinthusamran et al. (2013)
menjelaskan bahwa proses pretreatment
protein non kolagen dapat menggunakan
larutan alkali atau basa misalnya natrium
hidroksida(NaOH)karenamampumelarutkan
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komponen-komponen non-kolagen. Kolagen
dapat diekstraksi dengan beberapa metode
yaitu metode ekstraksi hidrotermal, ekstraksi
enzim dan ekstraksi asam, namun sampai
saat ini metode yang sering digunakan adalah
metode ekstraksi menggunakan asam karena
relatif mudah dilakukan, selain itu asam
memiliki kemampuan yang tinggi dalam
mengekstrak kolagen (Liu et al. 2015).

Penelitian-penelitian tentang ekstraksi
kolagen larut asam dari hasil samping ikan
sudah  berkembang dan menghasilkan
rendemen yang berbeda-beda. Hasil samping
ikan yang sudah banyak dijadikan bahan
baku kolagen adalah bagian tulang, kulit dan
gelembung renang ikan. Ekstrak kolagen
larut asam dari gelembung renang ikan tuna
memiliki rendemen 1,07% (Kaewdang et al.
2014), kolagen larut asam dari gelembung
renang ikan mas Hypophthalmichthys nobilis
yaitu 14,6% (Liu et al. 2012), hasil rendemen
ekstrak kolagen larut asam dari kulit ikan
nila hitam Oreochromis niloticus 5,96%
(Putra et al. 2013) dan rendemen kolagen larut
asam dari kulit ikan patin 17,27% (Devi et al.
2017). Wang et al. (2014) mengungkapkan
bahwa  perbedaan  rendemen  dapat
dipengaruhi oleh proses ekstraksi, kondisi
ekstraksi dan jenis bahan baku.

Penelitian  tentang  ekstraksi  dan
karakterisasi kolagen dari gelembung renang
ikan patin belum pernah dilaporkan, sehingga
eksplorasi  ekstraksi gelembung renang
ikan patin menjadi kolagen menggunakan
asam diharapkan dapat memberi informasi
yang bermanfaat untuk meningkatkan nilai
ekonomis hasil samping gelembung renang
tersebut. Penelitian ini bertujuan menentukan
karakteristik gelembung renang ikan patin
dan karakteristik kolagen yang diekstrak
menggunakan metode asam.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan utama yang digunakan dalam
penelitian ini adalah gelembung renang ikan
patin yang diperolah dari PT. Kurnia Mitra
Makmur. Bahan-bahan kimia yang digunakan
dalam proses praekstraksi (pretreatment) dan
ekstraksi kolagen gelembung renang ikan patin
yaitu KOH (Merck), CH,COOH (Merck),
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NaCl (E. Merck) dan akuades. Peralatan yang
digunakan yaitu spektrofotometer (SPECTRO
UV-VIS), sentrifugasi (HIMAC 21G), freeze
dryer (Eyela FDU-1200 Japan), FTIR(Bruker
Tensor 37 Germany), Differential Scanning
Calorimetry (Shimadzu Germany), Ultra
Performance Liquid Chromatography (Water-
Coorporation USA), oven (Memmert UNB
400 Germany) dan pH meter (ORION 3 STAR
Thermo Scientific Germany).

Metode Penelitian

Penelitian ini terdiri atas dua tahapan,
yaitu: (1) preparasi dan karakterisasi kimia
bahan baku gelembung renang ikan patin,
(2) proses pretreatment, ekstraksi dan
karakterisasi kolagen larut asam (ASC).
Preparasi dan karakterisasi
gelembung renang

Gelembung renang ikan patin dicuci
menggunakan akuades kemudian dilakukan
pengecilan ukuran untuk mempermudah
dalam tahapan pretreatment dan ekstraksi,
kemudian analisis proksimat dan asam amino
(tanpa ulangan).

Proses pretreatment dan ekstraksi
kolagen gelembung renang

Proses pretreatment mengacu pada
metode Liu et al. (2015) dengan modifikasi.
Pretreatment dilakukan dengan tujuan untuk
menghilangkan ~ komponen  nonkolagen,
lemak, dan pigmen dari gelembung renang.
Gelembung renang berukuran kira-kira
0,5x0,5 cm? direndam dalam larutan KOH
dengan rasio sampel : larutan adalah 1:10 (b/v),
konsentrasi KOH yaitu 0,05; 0,1; dan 0,15 M.
Perendaman sampel dalam larutan KOH suhu
4°C (penyimpanan dalam refrigerator) selama
12 jam dengan pergantian larutan KOH setiap
2 jam. Sampel hasil perendaman KOH dicuci
menggunakan akuades hingga pH netral,
kemudian pada air sisa rendaman KOH
dilakukan uji kandungan protein terlarut
untuk mendapatkan perlakuan konsentrasi
dan waktu terbaik.

Gelembung renang diekstrak dengan
proses ekstraksi asam. Sampel direndam
dalam larutan asam asetat dengan konsentrasi
0,25; 0,5 dan 0,75 M rasio 1:10; b/v) pada
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suhu 4°C (penyimpanan pada refrigerator)
selama 24, 48 dan 72 jam, kemudan dilakukan
penyaringan terhadap suspensi hasil ekstraksi.
Proses pengendapan terhadap filtrat suspensi
menggunakan NaCl (konsentrasi akhir 2,6
M), kemudian dilakukan proses pemisahan
menggunakan sentrifuge pada suhu 4°C
dengan kecepatan 10.000g selama 30 menit.
Pelet hasil sentrifugasi didialisis dalam asam
asetat 0,5 M rasio 1:1 (b/v) dengan kantong
dialisis cut-off 12 kDa, kemudian di dialisis
ulang menggunakan akuades selama 24 jam.
Hasil dialisis di liofilisasi ~menggunakan
pengering beku (freeze dryer).

Rendemen kolagen
Rendemen kolagen  dapat dihitung
menggunakan rumus berikut:

Berat kering kolagen

) —
Rendemen (%) = Berat bahan baku

x 100%

Analisis proksimat (AOAC 2005)

Analisis proksimat meliputi kadar air
(925,09); protein (920,87); abu (941,12); lemak
(960,39); dan karbohidrat yang dilakukan
secara by difference.

Pengukuran protein terlarut (Bradford
1976)

Pencampuran larutan Bradford dengan
500 mg CBB dan 25 mL etanol, kemudian
penambahan 50 mL larutan asam ortofosfat
85% dan akuades hingga 500 mL, lalu
penyaringan larutan Bradford dengan kertas
saring Whatman 01 kemudian sebanyak 5 mL
larutan Bradford ditambahkan 0,1 mL sampel,
lalu dihomogenkan menggunakan vortex
sampai homogen. Pengukuran absorbansi
sampel menggunakan spektrofotometer UV-
2500 (pada A = 595 nm).
Analisis kandungan asam amino
(Nollet 1996)

Asam amino dianalisis menggunakan
ultra  performance liquid chromatography
(UPLC). Perangkat UPLC dibilas dengan
eluen dan Syringe dibilas dengan akuades.
Analisis ini terdiri atas 2 tahapan vyaitu
pembuatan larutan sampel dan pembuatan
larutan standar.
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Penentuan
kolagen

Kolagen kering sebanyak 0,1 g direndam
dalam 5 mL akuades, lalu di inkubasi selama
10 menit, lalu disaring dan ditimbang. Nilai
derajat pengembangan dihitung menggunakan
rumus berikut:

derajat pengembangan

A-B

Derajat pengembangan (%) = 5 X 100%
Keterangan:

A : Berat sampel setelah menggembang
B : Berat sampel kering.

Analisis kelarutan kolagen

Sampel kolagen kering sebanyak 0,1
g dilarutkan dalam 10 mL akuades dan
dilakukan pengadukan. Larutan disaring
menggunakan kertas saring bebas abu
kemudian dioven pada suhu 100°C selama
60 menit lalu nilai kelarutan dihitung dengan
rumus Kittiphattanabawon et al. (2005):

Berat kolagen tidak terlarut

Kelarutan (%) = x 100%

Berat sampel

Analisis gugus fungsi

Sampel uji sebanyak 2 mg dan campuran
KBr.100 dibentuk menjadi pelet , kemudian
dihaluskan ~ menggunakan mortar agate.
Sampel uji diukur pada bilangan gelombang
antara 4000-500 cm™. Spektra FTIR yang
dihasilkan menunjukkan puncak-puncak
serapan bilangan gelombang dari sampel uji
(Yan et al. 2008).
Uji stabilitas termal
menggunakan DSC

Sampel direhidrasi dengan menambahkan
air deionisasi rasio 1:40 (b/v) dan disimpan
selama 2 hari pada suhu 4°C. Kalibrasi alat
DSC dijalankan menggunakan termogram
indium. Sampel sebanyak 5 hingga 10 mg
ditempatkan dalam wadah aluminium
kemudian ditutup. Sampel kemudian dianalisis
pada suhu antara 20°C sampai 50°C dengan
laju pemanasan 1°C/menit menggunakan air
es. Pan kosong digunakan sebagai referensi.
Suhu transisi maksimum (T ) diperkirakan

kolagen
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dari termogram dan total entalpi denaturasi
(A,) diperkirakan oleh pengukuran area
termogram DSC (Rochdi et al. 2000).

Analisis Data

Analisis yang digunakan pada proses
perhitungan proporsi, analisis proksimat dan
asam amino (tanpa ulangan) dilakukan secara
deskriptif menggunakan deviasi standar dari
tiga kali ulangan yang ditunjukkan dalam
hasil berupa tabel dan grafik. Penghilangan
protein non-kolagen dan proses ekstraksi
menggunakan rancangan acak lengkap
factorial (RALF) dengan perangkat lunak SAS
dilanjutkan dengan Least Significant Difference
Test sebagai uji lanjut (Steel dan Torrie 1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Karakteristik Kimia Gelembung
Renang lkan Patin
Komposisi kimia

Hasil uji proksimat gelembung renang
ikan patin disajikanpada Table 1, diketahui
bahwa komposisi proksimat hasil samping
gelembung renang ikan patin didominasi oleh
kadar air yaitu 74,61%. Kadar air gelembung
renang ikan patin tersebut lebih rendah dari
kadar air gelembung renang ikan patin yang
diteliti oleh Riyanto (2006) dan gelembung
renang tuna sirip kuning yang diteliti oleh
Kaewdang et al. (2014), tetapi lebih tinggi
dari kandungan air gelembung renang ikan
cunang yang diteliti oleh Kartika et al. (2016)
dan Gadi et al. (2017). Holma et al. (2013)
melaporkan bahwa kadar air pada ikan segar
umunya dapat mencapai 70-84%.

Ayas dan Ozugul (2011) menyatakan
nilai kadar air yang berbeda biasanya

disebabkan oleh beberapa faktor, di antaranya
perbedaan jenis ikan, umur panen, tingkat
kesegaran, serta keadaan lingkungan hidup
yang berbeda. Tingginya kadar air pada suatu
bahan dipengaruhi oleh sifat bahan yang
mampu mengikat air (water holding capacity).
Chen (2016) menyatakan kandungan air
berfungsi sebagai penyeimbang pH, menjaga
tekstur dan kelenturan suatu bahan.

Kandungan protein gelembung renang
ikan patin menjadi hal yang penting dalam
ekstraksi kolagen karena kolagen merupakan
produk turunan dari protein. Kadar protein
gelembung renang ikan patin (21,63+0,18%)
lebih rendah dari kadar protein ikan cunang
(24,74% dan 33,67%) (Kartika et al. 2016;
Gadi et al. 2017), akan tetapi lebih tinggi dari
gelembung renang ikan tuna sirip kuning
(12,09%) (Kaewdang et al. 2014). Kadar
protein yang terdapat dalam ikan berkisar 15-
25% (Nurjanah dan Abdullah 2010).

Lemak dan abu merupakan komponen
yang dapat menggangu dalam proses ekstraksi
kolagen (Shon et al. 2011). Kadar lemak
gelembung renang ikan patin (0,55+0,11%)
lebih tinggi dari kadar lemak gelembung
renang ikan cunang yang diteliti oleh
Kartika et al. (2016) dan Gadi et al. (2017)
berturut-turut 0,5% dan 0,31% dan tuna sirip
kuning (1,44%) (Kaewdang et al. 2014). Kadar
abu gelembung renang ikan patin (0,5+0,11%)
lebih tinggi dari kadar lemak gelembung
renang ikan cunang yang diteliti oleh
Kartika et al. (2016) dan Gadi et al. (2017)
berturut-turut 0,27% dan 0,17% dan tuna
sirip kuning 0,29% (Kaewdang et al. 2014).
Sinthusamran et al. (2013) menjelaskan
kandungan lemak dapat dihilangkan melalui

Table 1 Proximate content swim bladder of catfish

Percentage (%)

Parameter
Research result Pangasius sp.! C. talabon® C. talabon®  Yellowfin tuna
Moisture 74.61£0.025 78.34 73.88 65 83.33
Protein 21.63+0.180 14.37 24.74 33.67 12.09
Lipid 0.55%0.11 0.03 0.5 0.31 1.44
Ash 0.5£0.11 0.05 0.27 0.17 0.29
Carbohydrate*  2.705+0.015 4.22 1.28 0.85 2.85

Information: 'Riyanto (2006), *Kartika et al. (2016), *Gadi et al. (2017), *Kaewdang et al. (2014),

*calculated by difference.
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proses defatting menggunakan larutan alkali
atau basa seperti natrium hidroksida (NaOH).

Komposisi Asam Amino

Kolagen merupakan protein yang
memiliki bentuk seperti serabut (fibrin) yang
terdiri atas beberapa asam amino (Bae et al.
2008). Asam amino utama dalam pembentuk
kolagen adalah alanina, glisina, prolina, dan
hidroksiprolina (Bae et al. 2008). Kandungan
protein gelembung renang ikan patin terdiri
atas 15 jenis asam amino yang disajikan pada
Figure 1. Kandungan asam amino gelembung
renang ikan patin didominasi oleh asam
amino penyusun utama kolagen yaitu glisina
(56,85 mg/g), prolina (31,03 mg/g), dan
alanina (23,85 mg/g).

Glisina adalah asam amino yang memiliki
kadar paling tinggi dibandingkan asam amino
lainya yang terdapat pada gelembung renang
ikan patin. Bae et al. (2008) melaporkan
bahwa asam amino glisina memiliki fungsi
untuk membentuk rantai triple heliks pada
kolagen. Kittiphattanabawon et al. (2005)
mengungkapkan bahwa keberadaan glisina
dalam pembentuk kolagen mencapai 30% dari
total asam amino.

Asam amino prolina merupakan asam
amino pembentuk kolagen yang tertinggi
kedua setelah asam amino glisina. Ngili (2009)
menyatakan bahwa asam amino prolina
merupakan kelompok nonpolar memiliki
struktur alifatik heterosiklik yang berbeda dari

60 -

33 1" > wul
S S S S
1 1

Amino acid compositions (mg/g)
S

A0 lnag

asam amino lainnya karena merupakan suatu
asam imino yang memiliki gugusan imino
(=NH) daripada gugusan amino (-NH2)
sehingga dapat berfungsi sebagai titik belok
bagi f3-sheets dan sebagai pengubah struktur
a-helix. Tamilmozhi et al. (2013) melaporkan
bahwaasamamino prolina dan hidroksiprolina
adalah jenis asam amino bersifat unik karena
memiliki cincin pirolidina sehingga disebut
dengan imino acid. Kedua jenis asam amino
ini memiliki peran dala mempertahankan
struktur  superheliks ~ pada  kolagen.
Huang et al. (2011) melaporkan bahwa
keberadaan cincin pirolidina yang dimiliki
oleh asam amino prolina dan hidroksiprolina
berfungsi untuk memperkuat kestabilan suhu
pada struktur triple helix kolagen.

Asam amino utama pembentuk kolagen
selain glisina dan prolina adalah alanina.
Alanin merupakan asam amino nonpolar
dengan gugus R alifatik sama seperti pada
asam amino glisin. Alanina memiliki fungsi
yang sama seperti glisina yakni membentuk
tiga rantai alfa heliks (Mahan dan Stump
2008).

Konsentrasi Protein Terlarut Hasil
Perendaman Gelembung Renang
lkan Patin pada Larutan KOH

Proses pretreatment merupakan
tahapan untuk mengeliminasi komponen
non-kolagen, lemak, dan pengotor lainya
sehingga protein kolagen mudah larut pada

LD,

|_| 1

Ser Glu Phe Ile Val Ala Arg Gly Lys Asp Leu Tyr Pro Thr His
Amino acid type

Figure 1 Amino acid composition swim bladder of Pangasius sp.
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saat proses ekstraksi. Ramachandran dan
Reddi (2013) menyatakan bahwa larutan basa
memiliki kemampuan memecah sebagian
besar daerah telopeptida molekul kolagen
yang menyebabkan terjadinya swelling pada
gelembung renang sehingga protein non-
kolagen yang terdapat dalam matriks kolagen
akan mudah terlarutkan. Larutan basa
yang biasa digunakan yaitu NaOH karena
memiliki kemampuan yang baik untuk
menghilangkan protein nonkolagen, namun
pada penelitian ini menggunakan larutan basa
KOH yang memiliki sifat yang sama dengan
NaOH vyaitu termasuk kedalam golongan
basa kuat sehingga KOH diduga memiliki
kemampuan yang sama dengan NaOH dalam
menghilangkan protein nonkolagen selama
proses pretreatment. Hasil analisis protein
terlarut perendaman gelembung renang ikan
patin pada larutan KOH setiap dua jam sekali
disajikan pada Figure 2.

Kandungan protein terlarut pada larutan
KOH sisa perendaman gelembung renang
ikan patin perendaman 2 jam pertama
mengindikasikan tingginya kadar protein
non-kolagendan meningkat pada 4 jam
berikutnya, namun pada perendaman 6 jam
dan 8 jam kandungan protein nonkolagen
terlarut sisa perendaman gelembung renang
menurun, yang diduga protein non-kolagen
sudah habis terlarut namun pada perendaman

10 jam dan 12 jam kandungan protein terlarut
kembali meningkat. Kandungan protein yang
meningkat disebabkan karena protein kolagen
sudah mulai terlarut dalam larutan KOH.

Kandungan protein terlarut dari larutan
KOH sisa perendaman gelembung renang
ikan patin menunjukkan bahwa konsentrasi
KOH, lama perendaman, serta interaksi
konsentrasi KOH dan waktu perendaman
berpengaruh nyata terhadap kandungan
protein terlarut pada larutan KOH. Hasil uji
lanjut menunjukkan bahwa perlakuan terbaik
pada proses pretreatment (penghilangan
protein non-kolagen) adalah pada perlakuan
konsentrasi larutan KOH 0,05 M dengan
lamaperendaman 8 jam. Liu et al. (2015)
mengemukakan bahwa penggunaan NaOH
dengan kontentrasi 0,05 M dan 0,1 M dapat
melarutkan protein non kolagen tanpa
menyebabkan kehilangan kolagen, sedangkan
penggunaan NaOH diatas 0,1 M secara
signifikan menyebabkan kehilangan kolagen.
Ekstrak Kolagen Larut Asam
Gelembung Renang lkan Patin

Proses ekstraksi gelembung renang ikan
patin dilakukan menggunakan asam asetat.
Proses ekstraksi diawali dengan penetralan
sampel gelembung renang hasil perendaman
dengan KOH dengan perlakuan terpilih.
Perendaman dalam asam dapat menyebabkan

04 -
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E
= 0.3 -
.8
£ 025 -
[}
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S 02 -
)
=
T 0.15 -
2
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Figure 2 Protein levels dissolved in KOH solution remaining pretreatment swim bladder of
Pangasius sp. every 2 hours immersion (=) KOH 0.05 M; (=) KOH 0.1 M; (=) KOH

0.5 M.
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bahan mengembang karena masuknya air
dalam serat kolagen. Hal ini terjadi karena
adanya gaya elektrostatik antara gugus polar
pada serat kolagen dengan H* dari asam atau
terbentuknya ikatan hidrogen antara gugus
non-polar pada serat kolagen dengan H* dari
asam. Pengembangan tersebut akan merusak
struktur serat kolagen karena terganggunya
ikatan non kovalen sehingga akan
melarutkan kolagen pada larutan asam asetat
(Jaswir et al. 2011).

Perlakuan asam asetat terbaik dipilih
berdasarkan banyaknya kolagen terlarut
dan derajat pengembangan kolagen yang
dihasilkan setelah perendaman asam asetat.
Hasil uji kelarutan kolagen dan derajat
pengembangan kolagen dapat dilihat pada
Figure 3 dan Figure 4.

Kelarutan (solubilitas)adalah kemampuan
zat terlarut (suatu zat kimia tertentu) untuk
larut dalam suatu pelarut. Hasil sidik ragam
memperlihatkan adanya interaksi antara asam
asetat dengan lama perendaman berpengaruh
signifikan terhadap kelarutan kolagen (pada
taraf signifikan alfa 0,05%) dan dari uji
lanjut DMRT menunjukkan nilai kelarutan
kolagen paling tinggi pada konsentrasi asam
asetat 0,5 M dengan lama perendaman 48
jam. Rerata persentase kelarutan kolagen
gelembung renang ikan patin pada perlakuan
terpilih adalah 93,7%. Hal ini menunjukkan

100 -
80 -

60 -

Solubility of collagen ( %)

20 -

bahwa konsentrasi asam asetat 0,5% dengan
lama perendaman 48 jam Memiliki potensi
dalam melarutkan atau melepaskan rantai-
rantai  polipeptida  penyusun  kolagen
menjadi tropokolagen yang terdapat dalam
matriks. Liu et al. (2015a) menyatakan
bahwa konsentrasi asam asetat 0,5 M dapat
melarutkan kolagen dengan baik. Wang et al.
(2015) menyatakan bahwa Kelarutan kolagen
berhubungan dengan protein terlarut, dimana
kadar protein kolagen akan cenderung
meningkat dengan semakin tingginya jumlah
protein terlarut. Peningkatan kadar protein
terlarut dipengaruhi oleh perubahan jumlah
struktur ikatan asam amino yang menyusun
protein kolagen.

Ekstraksi dengan larutan asam asetat
mengakibatkan gelembung renang ikan patin
mengembang (swelling). Hasil uji DMRT
menunjukkan bahwa derajat pengembangan
tertinggi diperoleh dari perlakuan dengan
konsentrasi 0,5 M dalam waktu 48 jam. Nilai
derajat pengembangan kolagen tertinggi
terjadi pada konsentrasi 0,5 M dengan
lamaperendaman 48 jam (94,87%), sedangkan
derajat pengembangan kolagen terendah
pada konsentrasi asam asetat 0.75 M dengan
lamaperendaman 72 jam (89,38%) (Figure 4).

Jaswir et al. (2011) menyatakan bahwa
swelling) yang terjadi pada suatu bahan
disebabkan karena perendaman bahan

48 72

Immersion time (hour)

Figure 3 Percentage of solubility of collagen in swim bladder of catfish in acetic acid 0.25 M ([II),
0.50 M (E3) dan 0.75 M (3. Duration of soaking 24, 48 and 72 hours.
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Figure 3 Percentage degree of swelling of catfish swim bladder of catfish in acetic acid 0.25 M
(0D), 0.50 M (E8) dan 0.75 M (). Duration of soaking 24, 48 and 72 hours.

didalam asam. Hal ini diakibatkan karena
masuknya air kedalam serat-serat kolagen. Air
yang masuk ke dalam serat kolagen disebabkan
terjadinya gaya elektrostatik antara gugus
polar pada serat kolagen dengan H* dari asam,
atau terbentuknya ikatan hidrogen antara
gugus non-polar pada serat kolagen dengan
H* dari asam.

Karakteristik Kolagen Larut Asam
(ASC) Gelembung Renang lkan Patin

Karakteristik kolagen kering Adalah
ciri khas tertentu yang berfungsi untuk
mengetahui kualitas yang terdapat pada
kolagen. Kolagen dari perlakuan terpilih
dikarakterisasi sifat fisik dan kimia. Parameter
karakterisasi kolagen yang dilakukan meliputi
nilai rendemen, gugus fungsi, dan stabilitas
termal.

Rendemen
Rendemen kolagen penting untuk
diketahui  karena menunjukan berapa

persentase bagian yang dapat dimanfaatkan.
Rendemen adalah  perbandingan antara
jumlahkolagen akhir dengan bahan baku
mentah. Nilai rendemen kolagen disajikan
pada Table 2.

Hasil ~ menunjukkan bahwa kolagen
gelembung renang ikan patin memiliki
rendemen sebesar 16,047+0,5%. Rendemen
gelembung renang ikan patin lebih tinggi
dibandingkan gelembung renang cunang
yaitu 10,290% (Kartika et al. 2016) dan
gelembung renang tuna sirip kuning yaitu
1,07% (Kaewdang et al. 2014). Potaros et al.
(2009) menyatakan bahwaNilai rendemen
kolagen yang berbeda dapat dipengaruhi oleh
beberapa faktor, seperti penggunaan jenis

Table 2 The yield of dried collagen extract usingacid soluble collagen (ASC) method

Source of collagen Yield (%)
Swim bladders of Pangasius sp. 16.047+0.5
Swim bladders of Muraenesox tabalon' 10.290
Swim bladders of Thunnus albacares* 1.07

Information : 'Kartika et al. (2016); 2Kaewdang et al. (2014)
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Figure 5 Spectrum of collagen functional groups of Pangasius sp. swim blader.

dan konsetrasi larutan, metode ekstraksi,
jenis bahan baku yang digunakan, serta lama
penyimpanan bahan baku.

Gugus Fungsi

Analisis gugus fungsi bertujuan untuk
memastikan ~ senyawa yang dihasilkan
merupakan kolagen berdasarkan gugus-gugus
fungsi penyusunnya (Paschalis et al. 2001).
Hasil analisis gugus fungsi terhadap kolagen
gelembung renang ikan patin menunjukkan
adanya gugus amida A, B, I, IT dan III (Figure
5). Amida A pada kolagen gelembung renang
ikan patin terletak pada panjang gelombang
3425cm. Amida A merupakan stretching
dari gugus NH yang memiliki puncak serapan
pada bilang gelombang 3400-3440 cm™
(Veruuraj et al. 2013). Amida B kolagen
gelembung renang ikan patin terletak pada
panjang gelombang 296lcm™. Puncak
serapan amida B terbentuk dari stretching
CH, dengan wilayah serapan pada bilangan
gelombang yang mendekati 3100 cm
(Kong dan Yu 2007).

Gugus fungsi amida I pada kolagen
gelembung renang berada pada puncak
wilayah serapan bilangan gelombang 1652
cm’. Kong dan Yu (2007) amida I memiliki
wilayah serapan pada kisaran 1600-1690 cm
yang menunjukan vibrasi C=0 stretching.
Amida II dan III kolagen gelembung renang
ikan patin memiliki bilangan gelombang
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1554 cm! dan 1241 cm”. Kong dan Yu
(2007) menyatakan puncak serapan amida
II dan amida III berada pada kisaran 1480-
1575 cm® dan 1229-1301 cm™. Intensitas
amida III berkaitan dengan adanya struktur
triple helix yang menjadi ciri khas kolagen
(Muyonga et al. 2004). Perubahan struktur
kolagen menjadi gelatin ditandai dengan
hilangnya struktur triple helix dikarenakan
adanya perubahan alpha helix menjadi single
helix dan nilai bilangan panjang gelombang
kisaran 1235 cm?. Hal ini menunjukkan bahwa
kolagen gelembung renang dengan ekstraksi
asam asetat 0,5 M dengan waktu perendaman
48 jam belum terdenaturasi menjadi gelatin.

Stabilitas Termal Kolagen Gelembung
Renang lkan Patin

Pengujian stabilitas termal bertujuan
untuk menggetahui suhu denaturasi kolagen.
Kolagen gelembung renang ikan patin
memiliki transisi gelasi (Tg) pada suhu 84°C.
Hasil penelitian ini lebih tinggi dari kolagen
gelembung renang ikan cunang dengan
suhu transisi gelasi 62,22°C (Kartika et al.
2016). Suhu transisi gelasi sangat berkorelasi
erat dengan kandungan asam amino
hidroksiprolina dan prolina. Kandungan asam
amino (hidroksiprolina dan prolina) yang
semakin tinggi akan meningkatkan stabilitas
termal kolagen (Sinthusamran et al. 2013).
Ahmad dan Benjakul (2010) menyatakan
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perbedaan stabilitas termal dari kolagen ini
dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu
perbedaan lingkungan hidup, umur panen dan
komposisi asam amino sebagai pembentuk
struktur triple helix kolagen.

KESIMPULAN

Gelembung renang ikan patin memiliki
kandungan protein yang tinggi yaitu 85,26%
(bk) dan memiliki kandungan asam amino
pencirikolagen yang tinggi yaitu alanina (23,85
mg/g), glisina (56,85 mg/g) dan prolina (31,03
mg/g). Proses pretreatment dengan larutan
KOH terpilih yaitu pada konsentrasi 0,05 M
dengan lama perendaman 8 jam dan perlakuan
terpilih dalam proses ekstraksi menggunakan
asam asetat yaitu pada konsentrasi 0,5 M
selama 48 jam dengan rendemen 16,047%.
Kolagen larut asam dengan perlakuan terbaik
memiliki spektra gugus fungsi amida A, B, I,
II, dan III serta memiliki Tg 88°C.
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