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Abstrak

Kolagen dibutuhkan pada berbagai industri farmasi, makanan, dan kosmetik, sehingga memiliki nilai ekonomis
yang tinggi. Komoditas perikanan terutama teripang gama dapat digunakan sebagai sumber kolagen yang halal. Tujuan
penelitian ini adalah untuk menentukan karakteristik fisikokimia kolagen larut asam teripang gama. Perlakuan untuk
mendapatkan protein kolagen dilakukan dengan misahankan protein non kolagen menggunakan perendaman dalam
NaOH 0,1 M selama 48 jam kemudian di netralisasi. Tahap selanjutnya dilakukan hidrolisis dan ekstraksi protein
kolagen dengan asam asetat 0,5 M selama 48 jam. Hasil pemisahan protein non kolagen menunjukkan kadar protein
non kolagen sebesar 0,02 mg/mL. Rendemen kolagen teripang gama yang didapat sebesar 2,4%. Kolagen larut asam
teripang gama memiliki karakteristik fisik yaitu, derajat putih 61,83%, suhu denaturasi pada 48°C, suhu transisi pada
87,80°C, dan suhu pelelehan pada 162,40°C, serta viskositas 5,37 cP. Karakter kimia kolagen larut asam teripang gama
yaitu pH 6,12 denganjenis asam amino penyusun kolagen, yaitu prolina 6,80%, alanina 10,61% dan glisina 12,63%, serta
bilangan gelombang FTIR gugus fungsi yaitu amida I (1657,9), IT (1572,0), dan IIT (1242,2) A (3406,3), dan B (2920,2)
(cm™).

Kata kunci: asam amino, derajat putih, fisikokimia, FTIR, viskositas

Characteristics of Stichopus variegatus acid solution collagen

Abstract

Collagen is needed in various pharmaceutical, food and cosmetics industries, so it has high economic value.
Fishery commodities especially Stichopus variegatus can be used as a halal source of collagen. The purpose of this
study was to characterize physicochemical properties of S.variegatus acid soluble collagen. The isolation of collagen
consisted of the separation of non-collagen proteins using 0.1 M NaOH solution and the hydrolysis of collagen using
0.5 M CH,COOH for 48 hours. The S. variegatus contained 0.02 mg/mL of the non-collagen proteins. The yields of
S. variegatus collagen was 2.4%. The physical characteristics of soluble acid collagen were whiteness degree 61.83%,
denaturation temperature 48°C, transition temperature 87.80°C, melting temperature 162.40°C, and viscosity 5.37 cP.
The identification of chemical characteristics of S.variegatus soluble acid collagen showed that the collagen had pH
6.12, and the yield of three amino acids that form the collagen were proline 6.80%, alanine 10.61% and glycine 12.63%.
The FTIR wave number of the amide function showed group I (1657.9), IT (1571.9), and III (1242.1) A (3406.2), and B
(2920.2) (cm™).

Keywords: amino acid, FTIR, viscosity, physicochemical, whiteness

166 Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia



Karakteristik kolagen larut asam teripang , Safithri et al.

JPHPI 2020, Volume 23 Nomor 1

PENDAHULUAN

Kolagen komersial yang beredar di pasar
sebagian besar bersumber dari dari jaringan
tulang dan kulit sapi dan babi (Choi et al. 2013)
yang tidak sesuai dengan keyakinan agama
(Hidayat dan Siradj 2015) dan menimbulkan
dampak  buruk  terhadap  kesehatan
(Silvipriya et al. 2015). Komoditas perikanan
menjadi salah satu alternatif sumber kolagen
yang berdampak baik terhadap kesehatan dan
halal, karena selain digunakan sebagai bahan
pangan juga banyak dimanfaatkan sebagai
bahan biofarmaka. Komoditas perikanan
yang saat ini mulai banyak dimanfaatkan salah
satunya adalah teripang. Menurut Purcell
(2014) kandungan kolagen yang terdapat
dalam teripang mencapai 86% dari total
protein pada tubuh teripang. Isolasi kolagen
dari berbagai jenis teripang cukup banyak
dilakukan, di antaranya isolasi kolagen dari
Stichopus japonicas (Cui et al. 2007), Stichopus
vastus (Abedin et al. 2012), dan Stichopus
hermanii (Safithri et al. 2018).

Industri kosmetik, obat-obatan, dan
pangan mengaplikasikan kolagen dalam
bentuk produk yang memiliki nilai ekonomis
tinggi. Andiristanti (2012) melaporkan
ekstraksi kolagen dari teripang emas (Stichopus
hermanii) dan diaplikasikan untuk pelembab
kulit. Kualitas kolagen yang digunakan
oleh industri harus memiliki karakteristik
dan mutu dengan metode yang sesuai
standar, sehingga diperlukan pengembangan
metode isolasi dari teripang. Karakteristik
kolagen ditentukan dari proses isolasi yang
digunakan. Metode ekstraksi kolagen yang
telah dilakuakan pada hasil perikanan di
Indonesia di anataranya menggunakan asam
(Wulandari et al. 2015; Djailani et al. 2016;
Astiana et al. 2016; Kartika et al. 2017;
Pamungkas et al. 2018; Safithri et al. 2019),
air (Kartika et al. 2017; Devi et al. 2017;
Sitepu et al. 2019, serta bantuan enzimatis
(Pamungkas et al. 2018; Nurilmala et al. 2019;
Simamora et al. 2019).

Kolagen teripang gama (Stichopus
variegatus) berhasil diekstraksi menggunakan
metodeair padasuhu40°C (Alhanaet al. 2015).
Metode ekstraksi air menggunakan banyak
peralatan laboratorium dan waktu yang cukup
lama, sedangkan untuk untuk teripang gama
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dengan metode ekstraksi larutan asam belum
dilakukan. Tujuan penelitian ini adalah untuk
menentukan karakteristik fisik dan kimia
kolagen larut asam teripang gama.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Teripang gama (S.variegatus) yang
digunakan dalam penelitian ini didapatkan
dari Nusa Tenggara Timur, Labuan Bajo.
Bahan-bahan kimia yang digunakan adalah
Natrium hidroksida (Sigma Aldrich) dan
asam asetat 80% (Sigma Aldrich), albumin
serum sapi (Sigma Aldrich) dan pereaksi
Bradford (Sigma Aldrich). Instrumen yang
digunakan adalah spektrofotometer (Thermo
Scientific Genesys 10 UV), viskometer
(Brookfield), kromameter (Lutron RGB 1002),
dan termal differential scanning calorimatry
(DSC-60 Shimadzu), neraca analitik (FS-Ar
210), pH meter (Hanna Instruments), freeze
dry (Christ Alpha 2-4 LD UK), Spektroskopi
Fourier Transform Infrared (Bruker Tensor
37 German), UPLC (ELSD Waters Acquity
H-Class).

Metode Penelitian
Preparasi teripang gama

Teripang yang diperoleh dicuci sampai
bersih dari pasir kemudian dimasukkan ke
pendingin beku. Pengiriman teripang gama
beku menggunakan jasa Argodan dengan
mempertahankan suhu dingin dalam kotak
stereofoam yang diberi es, sehingga sampel
teripang gama diterima di Lab dalam kondisi
beku. Preparasi daging teripang gama
merujuk pada preparasi daging teripang
emas Safithri et al. (2018) dengan mencuci
bersih kulit teripang gama, sehingga kotoran
yang menempel hilang. Teripang gama yang
telah bersih dibelah menggunakan pisau, lalu
daging dipisahkan dari jeroan, gonad, dan
kulit.

Pemisahan protein bukan kolagen
Pemisahan protein non kolagen teripang
gama menggunakan metode Safithri et al.
(2018) dengan modifikasi. Larutan NaOH 0,1
M (perbandingan 1:10 (b/v)) digunakan untuk
merendam daging teripang gama selama
48 jam, setiap 6 jam larutan NaOH diganti
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dan diuji kadar protein larutan tersebut
menggunakan uji Bradford. Hal ini dilakukan
untuk menentukan konsentrasi protein non
kolagen pada larutan NaOH dan lama waktu
perendaman terbaik, untuk menghilangkan
protein yang bukan kolagen.
Hidrolisis kolagen dengan larutan
asam

Hidrolisis kolagen dilakukan berdasarkan
metode Safithri et al. (2018). Daging teripang
gama hasil pemisahan protein non kolagen
yang diperoleh, selanjutnya direndam pada
suhu 4°C selama 48 jam menggunakan larutan
CH,COOH 0,5 M. Rasio daging teripang
gama dengan CH,COOH yang digunakan
adalah 1:2 (b/v). Selanjutnya, rendeman
disaring memakai kertas saring Whatman,
dan dihasilkan protein kolagen bewujud cair,
kemudian kolagen padat didapat dengan cara
dikering-bekukan (freeze dry).

Metode Analisis
Pengukuran kadar protein

Pengukuran kadar protein bukan kolagen
teripang gama memakai metode Bradford
(1976). Albumin serum sapi (BSA) digunakan
untuk standar protein. Larutan rendaman
NaOH dipipet 100 uL dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, lalu reagen Bradford
ditambahkan sebesar 5 mL, dan selama 5
menit larutan tersebut diinkubasi pada suhu
ruang, lalu dilakukan pengukuran serapannya
dengan spektrofotometer pada A 610 nm.
Konsentrasi larutan standar yang dipakai
adalah 0; 400; 500; 600; 800; 1.000; dan 1.200
pug/mL. Pengukuran kadar protein standar
dan sampel dilakukan triplo.

Pengukuran rendemen kolagen
Pengukuran nilai % rendemen kolagen
teripang menggunakan metode AOAC
(2005). Perhitungan % rendemen kolagen
didapat dengan rasio bobot kering kolagen
hasil isolasi dengan bobot bahan baku daging
sebelum diisolasi. Perhitungan % rendemen
kolagen menngunakan rumus:

Bobot kering kolagen

9
Bobot bahan baku x 100%

Rendemen kolagen (%) =

168

Pengukuran pH

Pengukuran pH kolagen menggunakan
prosedur AOAC (2005). Satu gram kolagen
teripang gama dilarutkan dalam 50 mL
akuades lalu dihomogenkan. Instrumen
pH meter dihidupkan lalu dikalibrasi
menggunakan standar larutan pH 7 dan pH
4, selanjutnya elektroda dicelupkan ke gelas
piala yang berisi larutan kolagen, dan diukur
nilai pH-nya.

Pengukuran viskositas

Pengukuran viskositas menggunakan
prosedur analisis Safithri et al. (2019). Larutan
asam asetat 0,5 M sebanyak 300 mL digunakan
untuk melarutkan kolagen teripang gama
dengan konsentrasi 0,3% (b/v). Larutan
kolagen yang telah homogen sebanyak 250
mL diukur viskositasnya. Instrumen yang
digunakan adalah viskometer Brokkfield
dengan spindle no.2 pada 100 rpm.

Pengukuran derajat putih

Pengukuran derajat putih kolagen
teripang menggunakan prosedur analisis
Park (2005). Kolagen teripang sebanyak 1 g
ditempatkan pada kertas putih. Pengambilan
foto menggunakan kromameter (Lutron
RGB 1002) dikerjakan triplo. Angka digital
di kromameter menunjukkan hasil analisis.
Sistem warna Hunter L* digunakan untuk
menilai kecerahan sampel (warna kromatik,
0: hitam hingga 100: putih). Notasi Hunter
a* digunakan untuk warna kromatik merah
sampai hijau (0 hingga 100 menunjukkan
merah; 0 hingga -80 menunjukkan hijau).
Notasi Hunter b* digunakan untuk warna
kromatik biru sampai kuning (0 hingga 70
untuk kuning; 0 hingga -70 untuk biru).
Rumus perhitungan derajat putih adalah:

Derajat putih= 100 - [(100-L*)2 + a*2 + b*2]"?

Penentuan gugus fungsi menggunakan
alat FTIR

Penentuan gugus fungsi menngunakan
alat FTIR sesuai prosedur analisis Safithri
et al. (2018). Kolagen teripang sebanyak
0,02 g dan 0,1 g kalium bromida dihaluskan
menggunakan mortar sampai homogen.
Campuran dimasukkan ke mesin pencetak
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pelet untuk dicetak, lalu divakum. Serapan
bilangan gelombang dari kolagen teripang
dideteksi pada bilangan gelombang sekitar
4000-500 cm™. Spektrum tersebut dianalisis
untuk menentukan gugus-gugus fungsi
protein pada kolagen teripang.

Pengukuran konsentrasi asam amino

Pengukuran konsentrasi asam amino
menggunakan prosedur analisis AOAC
(2005). Tahap awal kolagen dihidrolisis
menggunakan larutan HCI 6N dan dipanaskan
100°C, lalu hidrolisat dikeringkan. Hidrolisat
kering diderivatisasi menggunakan larutan
phenylisothiocyanat, lalu sampel disaring
menggunakan kertas saring ukuran 0,45 pL
kemudian diinjeksikan ke dalam UPLC. Fase
gerak yang digunakan adalah asetonitril.
Rumus yang digunakan untuk menghitung
konsentrasi asam amino adalah :

luas area sampel xC xFPxBM x100

Konsentrasi asam amino =
luas area sandarxbobot sampel (g)

C : Konsentrasi standar asam amino (ug/
mL)

FP  : Faktor pengenceran

BM : Bobot molekul setian asam amino (g/
mol)

Penentuan titik leleh

Penentuan titik leleh menngunakan
prosedur analisis Martianingsih dan Atmajaya
(2009). Instrumen Differential ~Scanning
Calorimetry (DSC) digunakan untuk analisis
titik leleh, sehingga diketahui karakteristik
termal dari kolagen yag dihasilkan. Sebanyak
0,005-0,01 g kolagen diletakkan dalam tempat
berbahan aluminium, kemudian ditutup.
Setelah itu alat DSC dikondisikan untuk
memiliki kecepatan pemanasan 10°C/menit
pada suhu 20°C-300°C.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Rendemen Kolagen dan Konsentrasi
Protein Non Kolagen

Daging teripang gama direndam selama
48 jam dalam larutan basa NaOH dan setiap 6
jam larutan basa tersebut diganti. Konsentrasi
protein bukan kolagen daging teripang gama
cukup tinggi yaitu, 0,107 mg/mL yang didapat
setelah perendaman NaOH 6 jam pertama,
dan ada penurunan jumlah protein bukan
kolagen pada 6 jam berikutnya. Kadar protein
bukan kolagen 0,023 mg/mL diperoleh setelah
48 jam sampel direndam dalam larutan basa
NaOH (Table 1). Penggunaan larutan NaOH
dalam merendam daging teripang gama
bertujuan untuk menghilangkan komponen
bukan kolagen, di antaranya protein non
kolagen (enzim dan fibrinogen), lemak,
mineral, pigmen, dan odor.

Larutan NaOH dapat menyebabkan
daging teripang mengalami pengembangan
(swelling) sehingga mempermudah pelarutan
protein non kolagen pada daging teripang
(Potaros et al. 2009). Pengembangan daging
teripang disebabkan daerah telopeptida
molekul kolagen menjadi terbuka oleh larutan
NaOH, sehingga air dapat mengeluarkan
protein bukan kolagen dari matrik kolagen
(Jaswir et al. 2011). Larutan basa NaOH
selanjutnya dianalisis kadar protein dengan uji
Bradford. Kadar protein dari larutan NaOH
sisa pra-perlakuan menunjukkan penurunan
seiring bertambahnya waktu perendaman.
Hal ini menunjukkan protein nonkolagen
larut pada larutan NaOH setiap bertambahnya
waktu perendaman. Larutan basa berfungsi
untuk melarutkan protein non kolagen dan
safonikasi lemak yang terikat pada serat
kolagen sehingga lemak akan keluar dari
daging teripang (Zhou dan Regenstein 2005).

Table 1 Concentrations of non-collagen protein in NaOH solution

Hour to Concentration (mg/mL)

6 0.107

12 0.088

18 0.052
24 0.050

30 0.047

36 0.038
42 0.037
48 0.023
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Proses netralisasi dengan akuades
dilakukan setelah pra-perlakuan dengan
tujuan menghilangkan sisa-sisa bahan yang
bukan kolagen pada daging teripang sehingga
tidak memengaruhi pH asam asetat saat isolasi.
Asam asetat digunakan untuk menghidrolisis
kolagen daging teripang menjadi sederhana.
Penggunaan larutan asam akan meningkatkan
ion H* sehingga air masuk menuju struktur
daging teripang dengan ikatan elektrostatik
antar gugus polar pada kolagen daging
teripang dengan ion H* yang berasal dari
asam asetat. Asam asetat dapat mengubah
struktur tersier kolagen dengan memutuskan
ikatan ionic sehingga kolagen dapat larut
(Jaswir et al. 2011). Jumlah kolagen yang
terekstrak menggunakan asam sitrat dan asam
klorida akan lebih rendah jika dibandingkan
dengan menggunakan asam asetat. Hal ini
karena asam asetat dapat memutus untai
antar ikatan silang pada kolagen sehingga
melarutkan kolagen yang tidak berikatan
silang (Kasim 2013; Liu et al. 2015). Kolagen
dapat larut sempurna  menggunakan
CH,COOH 05 M (Liu et al 2015).
Konsentrasi asam asetat mengubah derajat
keasaman (pH), sehingga dapat mengubah
kerapatan muatan kolagen melalui interaksi
elektrostatik dan berdampak pada perubahan
struktur protein yang dapat meningkatkan
kelarutan kolagen. Setelah proses ekstraksi,
suspensi hasil perendaman dengan asam
asetat disaring dan diperoleh filtrat kolagen
cair. Kolagen cair dikeringbekukan dengan
freeze dryer untuk diperoleh kolagen padat.
Kolagen padat yang diperoleh dihitung
rendemen untuk mengetahui banyaknya
kolagen yang dihasilkan dari bahan baku dan
keefektifan metode isolasi dan dikarekterisasi
sifat fisikokimia kolagen teripang gama.

Nilai rendemen kolagen daging teripang
gama yang didapatkan 2,43% (b/b) dan rendah
dibandingkan dengan penelitian Yusida
(2016) sebesar 2,54%, namun lebih tinggi
dibandingkan dengan Damayanti (2017)
2,24%. Rendemen kolagen dipengaruhi oleh
jenis bahan baku yang digunakan. Rendemen
kolagen teripang gama yang dihasilkan lebih
rendah dibandingkan dengan jenis teripang
pasir (Holothuria scabra) 2,49% (Pamungkas
2014), tetapi lebih tinggi dibandingkan
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dengan jenis teripang emas (S. hermanni)
0,66% (Safithri et. al 2018). Perbedaan nilai
rendemen dikarenakan oleh cara isolasi
kolagen yang digunakan berbeda. Faktor
lain yang memengaruhi perbedaan nilai
rendemen di antaranya vyaitu perbedaan
konsentrasi larutan untuk menghilangkan
protein nonkolagen dan konsentrasi larutan
asam untuk ekstraksi kolagen, bahan baku
yang digunakan, suhu, dan waktu yang
dipakai dalam proses ekstraksi (Potaros
et al. 2009). Isolasi kolagen menggunakan
enzim menghasilkan nilai rendemen yang
lebih besar (Cui et al. 2007; Park et al. 2012;
Siddiqui et al. 2013). Ekstraksi kolagen
dengan modifikasi asam-enzim mampu
menghasilkan rendemen kolagen yang lebih
tinggi. Hal ini disebabkan karena enzim
mampu memutus ikatan peptida dan ikatan
silang pada ujung nonheliks kolagen. Selain
itu ujung telopeptida pada rantai polimer juga
terputus sehingga kelarutan kolagen dalam
pelarut asam menjadi meningkat (Schrieber
dan Gareis 2007).

Karakter Fisikokimia Kolagen Daging
Teripang Gama

Nilai pH kolagen daging teripang gama
yaitu 6,12 yang lebih besar dibandingkan
nilai pH yang dilaporkan Fawzya et al. (2016)
6,08, namun lebih kecil dibandingkan hasil
riset Alhana et al. (2015) dengan nilai pH
7,37. Perbedaan nilai pH dipengaruhi oleh
metode ekstraksi dan konsentrasi asam
asetat yang digunakan juga berbeda-beda.
Penggunaan CH,COOH 0,5 M memiliki nilai
pH larutan yang lebih asam dibandingkan
asam asetat yang digunakan pada metode
ekstraksi dengan air sebesar 0,1-0,3% (Alhana
et al. 2015). Metode ekstraksi menggunakan
air melakukan tahapan penetralan setelah
perendaman dengan asam asetat sedangkan
metode kolagen larut air tidak dilakukan
penetralan. Menurut BSN (2014) nilai pH
kolagen berkisar 6,5-8,0. Nilai pH kolagen
hasil tidak masuk dalam rentang nilai pH
standar mutu kolagen, namun, jika kolagen
diaplikasikan pada industri kosmetik maka
nilai pH kolagen teripang gama masih dapat
diterima karena syarat untuk pH kolagen
berada pada rentang 3,8-4,7 (Peng et al. 2004).
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Viskositas kolagen daging teripang gama
yaitu 5,37+0,06 cP. Kolagen hasil memiliki
nilai viskositas lebih rendah dibandingkan
penelitian Alhana (2015). Nilai viskositas
dipengaruhi pergerakan molekul dalam
larutan (Nishimoto et al. 2005). Bobot molekul
kolagen hasil isolasidapat memengaruhi nilai
viskositas (Ogawa et al. 2004). Semakin besar
bobot molekul maka pergerakan molekul
dalam suatu larutan semakin berkurang
sehingga berdampak pada nilai viskositas
yang lebih besar (Mariod dan Adam 2013).
Faktor-faktor yang dapat mengubah nilai
viskositas antara lain jumlah molekul
terlarut, temperatur, dan gaya tarik antar
molekul (Zhang et al. 2011). Selain nilai pH
dan viskositas, sifat fisik kolagen yang harus
diketahui adalah derajat putih.

Derajat putih kolagen daging teripang
gama yang diperoleh adalah sebesar
61,83+1,14%. Nilai tersebut lebih kecil jika
dibandingkan dengan derajat putih kolagen
teripang gama sebesar 69,01% yang diekstraksi
menggunakan air (Alhana et al 2015).
Derajat putih kolagen hasil lebih rendah
dapat disebabkan oleh preparasi sampel
yang kurang maksimal memisahkan daging
dengan kulit sehingga pigmen kulit masih
terdapat pada daging teripang. Derajat putih
kolagen yang rendah juga dipengaruhi oleh

keefektifan dalam melarutkan pigmen selama
praperlakuan. Jaswir ef al. (2011) menyatakan
bahwa perendaman dengan larutan basa
menyebabkan pengembangan pada daging
sehingga pigmen dalam daging akan mudah
dieliminasi dan dikeluarkan.

Spektrum Gugus Fungsi Kolagen
Spektrum  protein  kolagen daging
teripang gama menunjukkan puncak serapan
khusus pada wilayah-wilayah amida yaitu L, II,
II1, A, dan B (Figure 1 dan Table 2). Bilangan
gelombang amida A protein kolagen yang
diesktraksi adalah 3406,29 cm™ dan kolagen
standar yaitu 3332,99 cm™. Amida A protein
kolagen teripang gama bergeser kearah kiri
atau kearah yang lebih besar. Erizal et al.
(2012) menyatakan bahwa kisaran wilayah
Amida A berada pada 3440-3400 cm™
mengidentifikasi vibrasi regangan NH dan
ikatan hidrogen. Keberadaan daerah amida
A dapat dipengaruhi oleh gugus OH yang
menunjukkan peran aktif molekul air pada
kolagen. Puncak amida B kolagen teripang
gama terletak pada bilangan gelombang
2920,22 cm™ dan tidak berbeda jauh dengan
kolagen standar 2924,09 cm™. Kisaran wilayah
Amida B berada pada 2935-2915 cm™ dan
mengidentifikasi regangan CH, (Coates 2000).
Jika dilihat bentuk ketajaman peak amida

Absorbans

Amida IT

2

L e B | T
4000 3500 3000 2500 2000

kolagen

T
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1em
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Figure 1 Infrared spectrum of Stichopus variegatus acid solution collagen
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Table 2 Characteristics of collagen functional groups

Peak absorbancy of wave number (cm™)

Characteristics

ired Standard of .
Tipe Amide Acquire absorbancy Collagen Amide
absorbancy Standard
area
Amide A 3406,29 3350-3550" 3332,99 NH stretching‘
CH,
Amide B 2920,22 2935-2915° 2924,09 asymmetric
stertching®
Amide I 1657,91 1600-1700° 1647,21 C=0 Stel‘ching3
NH bending,
Amide II 1571,99 1480-1575° 1546,91 enaing
CN stetching®
. NH bending,
Amide III 1242,16 1229-13013 1334,74

CN stetching’

'Erizal et al (2012); *Coates (2000); *Kong dan Yu (2007)

B pada kolagen teripang gama dan kolagen
standar, peak amida B kolagen standar lebih
tajam dibandingkan peak amida B kolagen
teripang gama. Hal ini mengindikasikan
kemurnian kolagen teripang gama sangat
rendah, dan masih banyak pengotor yang
menyebabkan bentuk peak amida B yang
dihasilkan tidak tajam.

Amida I protein kolagen teripang berada
pada 1657,91 cm™ dan kolagen standar 1647,21
cm™. Kisaran wilayah Amida I berada pada
1700-1600 cm™ yang mengidentifikasi vibrasi
regangan C=O0. Spektra struktur sekunder
pada gugus amida terletak pada serapan 1700-
1660 cm™ (turns), 1654-1650 cm™ (helix),
1644-1640 cm™ (rancom coil), dan 1640-1620
cm’ (sheet) (Kong dan Yu 2007). Dengan
demikian, kolagen teripang gama dan kolagen
standar memiliki kesamaan struktur sekunder
yaitu adanya struktur sekunder helix. Amida
I berkorelasi erat dengan struktur sekunder
protein (Muyonga et al. 2004).

Puncak amida II kolagen teripang gama
terletak pada bilangan gelombang sebesar
1571,99 cm™ dan kolagen standar 1546,91 cm™.
Kisaran wilayah amida II berada pada 1575-
1480 cm™ dan menunjukkan adanya vibrasi
tekuk NH dan regangan CN (Kong dan Yu
2007).

Kisaran wilayah amida III berada pada
1301-1229 cm™ dan mengidentifikasi interaksi
intermolekuler kolagen yang berhubungan
dengan tekuk NH dan regangan CN (Kong dan
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Yu 2007). Amida III protein kolagen teripang
padal242,16 cm™ dan kolagen standar 1334,74
cm™ (Table 2). Rasio antara Amida III protein
kolagen teripang dengan serapan 1450 cm'
yaitu 1,03. Hal ini menunjukkan terdapatnya
struktur tripel heliks yang mengindikasikan
kolagen teripang belum terdegradasi menjadi
bentuk gelatin karena nilainya mendekati
1. Nilai intensitas rasio 0,59 mengindikasi
kolagen terdenaturasi dan hilangnya struktur
tripel heliks sehingga menjadi gelatin (Nikoo
etal 2011).

Asam Amino Kolagen

Kolagen daging teripang gama memiliki
4 jenis asam amino terbanyak yaitu glisina
(12,63%), diikuti dengan asam glutamat
(12,16%), lisin (11,54%), dan alanina
(10,61%). Tiga kadar asam amino terendah
yaitu histidina (0,09%), fenilalanina (2,84%)
dan tirosina (3,26%) (Table 3). Glisina adalah
asam amino terbanyak dalam kolagen.
Komposisi asam amino kolagen teripang gama
tertinggi adalah glisin (16,88%) (Fawzya et al.
2016). Aberoumand (2012) yang menyatakan
proporsi glisina lebih banyak dibandingkan
asam amino lainnya pada kolagen, karena di
setiap tiga residu asam amino pada kolagen
terdapat glisina dan berada ditengah pada
rantai a, serta berperan membentuk kolagen
pada rantai alfa tripel heliks (Matmaroh et al.
2011). Alanina dan prolina adalah asam amino
pembentukkolagen selain glisina. Berdasarkan
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hasil analisis, kolagen teripang gama memiliki
asam amino alanina (10,61%) dan prolina
(6,80%). Asam amino daging teripang gama
memiliki nilai sangat rendah adalah histidina
dan tirosina. Kolagen tidak mengandung
asam amino triptofan dan sisteina, dan
kolagen memiliki kadar asam amino histidina
dan tirosina yang rendah. Bahan baku kolagen
yang sama dapat menyebabkan perbedaan
komposisi asam amino penyusun kolagen.
Hal ini dapat dikarenakan cara ekstraksi
dan konsentrasi CH,COOH yang digunakan
berbeda (Aberoudmand 2012). Nurhayati et al.
(2013) menyatakan penggunaan CH,COOH
konsentrasi yang tinggi akan memengaruhi
proporsi asam amino dari kolagen dengan
cara substitusi ion-ion sehingga dapat
memutuskan struktur protein. Menurut
Zeugolis et al. 2008) asam memiliki kinerja
yang kuat untuk memecah ikatan-ikatan
intermolekul rantai asam amino. Rantai
asam amino tersebut mengalami denaturasi
dan proses pelarutan sehingga mengalami
kerusakan secara permanen.

Stabilitas Termal

Kurva termogram kolagen (Figure 2)
menunjukkan bahwa kolagen memiliki 2
puncak eksotermik dan suhu denaturasi
sebesar 48°C. Titik eksotermik yang ke-1
menunjukkan temperatur awal 82,9°C,
temperatur akhir pelelehan 92,6°C, dan
titik pelelehan 87,8°C. Puncak eksotermik
ke-2 menunjukkan suhu awal 156,9°C, suhu

akhir pelelehan 173,3°C, dan titik pelelehan
162,4°C. Data juga menunjukkan suatu reaksi
eksoterm dengan nilai entalpi yang bernilai
negatif yaitu -5,04 kJ/g dan -457,3 kJ/g.

Analisis termal adalah pengukuran sifat
kimia fisika untuk mengetahui fase-fase
transisi pada polimer. Denaturasi protein
dapat terjadi karena perubahan struktur
kuartener, tersier, dan sekunder dari protein
(Ogawa et al. 2004). Suhu denaturasi protein
kolagen memiliki nilai sebesar 48°C, hasil
ini lebih tinggi dari yang dilaporkan Abedin
et al. (2012) Stichopus vastus 25,23°C dan
Safithri et al. (2019) Chirocentrus dorab 40°C
serta lebih kecil dibandingkan Cui et al. (2007)
Stichopus japonicus 57°C. Suhu denaturasi
yang tinggi lebih stabil terhadap panas
sehingga jika diaplikasikan tidak mudah rusak
dalam proses pembuatan produk. Perbedaan
suhu denaturasi kolagen dipengaruhi oleh
bahan baku yang digunakan, suhu lingkungan
dan suhu biologis tubuh organisme tersebut
(Ogawa et al. 2004).

Kurva termogram DSC kolagen (Figure
2) memiliki 2 puncak eksotermik yang
ditunjukkan entalpi bernilai negatif. Puncak
eksotermik pertama merupakan suhu transisi
gelas (Tg) kolagen sebesar 87,8°C yang
menunjukkan gelatinisasi kolagen karena
putusnya ikatan hidrogen pada polimer amorf
yaitu gelatin (Karim dan Bhat 2009). Puncak
kedua merupakan nilai titik leleh (Tm) yang
menunjukkan polimer berwujud cair. Nilai
Tm dari kolagen adalah 162.4 °C dengan suhu

Table 3 Amino acid levels Stichopus variegatus acid soluble collagen

Jenis Asam amino

Konsentrasi (%)

Glycine
Glutamic acid
Arginine
Lysine
Alanine
Serine
Aspartic acid
Proline
Arginine
Threonine
Valine
Leucine Proline
Isoleucine
Tirosine
Phenylalanine
Histidine

12.63
12.16
5.84
11.54
10.61
9.63
8.18
6.80
5.84
4.56
4.20
4.13
3.53
3.26
2.84
0.09
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Figure 2 Thermogram of Stichopus variegatus acid soluble collagen

awal dan akhir pelelehan adalah 156,9°C dan
173,3°C. suhu transisi gelas dan titik leleh
kolagen hasil lebih rendah dibandingkan
dengan penelitian Alhana (2015) yaitu
100,94°C dan 163,67 °C dengan kolagen dari
jenis bahan baku yang sama. Suhu transisi
gelas dan titik leleh kolagen hasil lebih rendah
disebabkan oleh pelarut ekstraksi yang dipakai
berbeda. Isolasi protein kolegen teripang pada
penelitian ini menggunakan asam asetat
sebagai pengesktrak kolagen sedangkan
Alhana et al. (2015) menggunakan metode
ektrasi dengan air sebagai pelarut kolagen.
Ikatan intramolekul yang merupakan penstabil
struktur tripel heliks kolagen dapat terputus
oleh asam asetat (Ahmad dan Benjakul 2010).
Asam amino prolina dan hidroksiprolina
dapat meningkatkan stabilitas termal dengan
cara menjaga integritas struktural kolagen.
Komposisi asam amino prolina (6,80%)
kolagen teripang pada penelitian ini lebih
kecil jika dibandingkan dengan Alhana et
al. (2015) yang memiliki kandungan prolina
sebesar 7,41%. Hal ini yang menyebabkan
stabilitas termal kolagen hasil juga lebih
rendah dibandingkan dengan penelitian
Alhana et al. (2015). Asam amino prolina
memiliki turunan yaitu hidroksiprolina.
Prolina memiliki cincin pirolidin yang dapat
menstabilkan struktur kuartener dan tersier
rantai polipeptida protein sehingga tidak
berubah menjadi struktur sekunder dan
membantu menstabilkan rantai tripel heliks
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(Bae et al. 2008; Zang et al. 2007). Gelse et
al. (2003) mengemukakan hidroksiprolina
membentuk ikatan hidrogen intramolekul
dan membantu menjaga stabilitas termal pada
rantai tripel heliks kolagen.

KESIMPULAN

Rendemen kolagen daging teripang gama
yang diisolasi sebesar 2,43%. Karakteristik fisik
kolagen teripang gama menunjukkan nilai pH
6,12, viskositas 5,37 cP, derajat putih 61,83%,
temperatur denaturasi 48°C, temperatur
transisi 87,8°C, dan temperatur pelelehan
162,4°C. Gugus fungsi dan komposisi asam
amino kolagen yang diperoleh menunjukkan
bahwa karakteristik kimia kolagen sudah
sesuai.
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