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Abstrak
Ikan tuna merupakan komoditas penting Indonesia dengan nilai produksi yang meningkat setiap 

tahun. Pengolahan daging ikan tuna menghasilkan limbah 50-70%. Jeroan merupakan limbah yang dapat 
dimanfaatkan untuk menghasilkan biomaterial baru, contohnya heparin. Tujuan penelitian adalah untuk 
menentukan bagian jeroan ikan tuna (hati, lambung, serta usus dan sekum pilorus) yang menghasilkan 
komponen heparin terbanyak. Ekstraksi heparin dilakukan dengan metode enzimatis menggunakan enzim 
papain. Ekstrak kasar heparin dipurifikasi lebih lanjut dengan fraksinasi aseton. Gugus fungsi heparin 
murni dianalisis menggunakan FTIR spektrofotometer dan kandungan heparin ditentukan menggunakan 
sulfate GAG assay. Hasil penelitian menunjukkan bahwa usus dan sekum pilorus menghasilkan rendemen 
ekstrak kasar, yaitu 0,66±0,06% dengan kandungan heparin tertinggi 43%. Heparin murni dari jeroan ikan 
tuna memiliki gugus fungsi penciri senyawa heparin, yaitu karboksil, asetil, hidroksil, siklus ester, dan atom 
N tersulfasi. Penelitian ini menunjukkan bahwa jeroan ikan tuna dapat menjadi alternatif sumber heparin. 
Kata kunci: biomaterial, enzimatis, limbah, sekum pilorus, usus

Isolation of Heparin from Tuna Viscera (Thunnus sp.)

Abstract
Tuna is a valuable commodity in Indonesia and its production value has been increasing annually. 

Tuna meat processing produces 50-70% waste. The use of viscera waste in the production of novel 
biomaterials, including heparin, has been documented. The aim of this study was to determine the tuna 
viscera sections (liver, stomach, intestine, and pyloric caeca) that yield the highest concentrations of heparin 
components.  Heparin extraction was accomplished using an enzymatic technique utilizing papain.  Crude 
heparin extract was subjected to acetone fractionation for further purification.  The functional groups 
of pure heparin were analyzed using a Fourier Transform Infrared (FTIR) spectrophotometer, while the 
heparin content was determined using a sulfate glycosaminoglycan (GAG) assay. The findings of the study 
indicated that the intestinal and pyloric caeca had a heparin content of 43% and yielded 0.66±0.06%.  Pure 
heparin tuna viscera comprise various functional groups, including carboxyl, acetyl, hydroxyl, ester cycles, 
and sulfated N atoms.  This research indicates that tuna viscera has the potential to serve as a substitute for 
heparin.
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PENDAHULUAN
Tuna, cakalang, dan tongkol (TCT) 

merupakan komoditas penting di Indonesia 
dengan nilai produksi 319.325 ton pada 
tahun 2019 (Pusdatik KKP, 2023). Komoditas 
TCT telah diolah menjadi berbagai produk 
oleh industri pengolahan perikanan 
dan menghasilkan limbah sebanyak 50-
70% berupa jeroan, kepala, tulang, sirip, 
kulit, gonad, dan tetelan daging sisa filet                                                                          
(Villamil et al., 2017). Limbah jeroan 
sebesar 15% yang terdiri atas lambung, usus, 
hati, limpa, dan gelembung renang. Jeroan 
mengandung komponen yang dapat dijadikan 
biomaterial baru, antara lain heparin, 
proteoglikan/glikosaminoglikan, kolagen, 
enzim, dan gelatin. 

Heparin merupakan polisakarida linier 
dengan gugus sulfat yang termasuk dalam 
kelompok glikosaminoglikan (GAG) dan 
terkenal sebagai obat antikoagulan (Gandhi 
& Mancera, 2008).  Obat antikoagulan sangat 
dibutuhkan oleh penderita penyakit akibat 
trombosis atau penggumpalan darah, yaitu 
strok, serangan jantung, dan tromboemboli 
vena (Raskob et al., 2014). Penyakit strok di 
Indonesia menjadi penyebab kematian kedua 
setelah penyakit jantung iskemik dengan 
tingkat kematian 3.572.000 jiwa pada tahun 
2019 (WHO, 2020). Kematian dan kecacatan 
akibat strok secara global terjadi di negara 
berpenghasilan rendah dan menengah sebesar 
87% (Johnson et al., 2016). 

Heparin umumnya diperoleh dari 
jaringan hewan mamalia, yaitu sapi dan 
babi. Jaringan dari organ dalam, yaitu usus 
dan paru-paru dari babi dan sapi menjadi 
sumber utama bahan baku heparin (Fu et al., 
2013). Penggunaan hewan mamalia sebagai 
sumber produksi heparin memungkinkan 
terdapatnya kontaminan, yaitu spora bovine 
encephalitis yang menyebabkan penyakit 
sapi gila (Mestechkina & Shcherbukhin, 
2010). Bahan baku heparin dari mamalia 
juga dapat menjadi penghalang dalam 
penggunaannya untuk beberapa kepercayaan 
dan agama (Ogden, 2016). Alternatif bahan 
baku heparin yang lebih aman, murah, dan 
memiliki ketersediaan melimpah diperlukan. 
Jeske et al. (2007) menyatakan heparin dapat 
diekstraksi dari kulit ikan tuna. Flengsrud et 

al. (2010) juga melaporkan bahwa insang dan 
usus ikan salmon Atlantik yang dibudidaya 
dapat menjadi sumber bahan baku heparin. 
Penelitian mengenai ekstraksi heparin dari 
jeroan ikan tuna belum dilaporkan. Tujuan 
penelitian adalah menentukan bagian jeroan 
ikan tuna (hati, lambung, serta usus dan 
sekum pilorus) yang menghasilkan komponen 
heparin terbanyak.  

BAHAN DAN METODE
Preparasi Jeroan Ikan Tuna

Ikan tuna didapatkan dari Pelabuhan 
Perikanan Nusantara, Palabuhan Ratu. Ikan 
tuna masih dalam kondisi segar sesuai dengan 
SNI 2729:2021.  Jeroan dipisahkan dari tubuh 
ikan dan disimpan dalam freezer bersuhu 
-20°C. Jeroan dikirim ke Bogor melalui moda 
transportasi darat dengan menjaga suhu 
sampel tetap beku. Jeroan yang digunakan 
pada penelitian, yaitu lambung, hati, usus 
dan sekum pilorus. Sampel dicuci dengan air 
mengalir, kemudian direndam dalam larutan 
aseton teknis selama 10 menit per bagian 
dengan dua kali pengulangan dan dikeringkan 
dalam suhu ruang.

Ekstraksi Heparin (Jeske et al.,  
2007)

Ekstraksi heparin dari jeroan mengacu 
pada Jeske et al. (2007) dengan  modifikasi 
pada jumlah enzim yang digunakan. Jeroan 
(150 g) masing-masing ditambahkan 750 
mL akuades dan dilumatkan menggunakan 
blender. Lumatan ditambahkan NaCl 2% 
(Central Kimia) kemudian pH dinaikkan 
menjadi 8. Enzim papain (30.000 USP-U/mg, 
Merck) 1 mL ditambahkan lalu diinkubasi 
pada suhu 65°C selama 6 jam. Sampel direbus 
selama 10 menit untuk menghentikan reaksi 
enzimatis.  Sampel yang telah dingin disaring 
dengan nilon 400 mesh untuk mendapatkan 
filtrat. Filtrat yang diperoleh ditambahkan 
50 g Amberlite IR900 anion resin makropori 
(PT Bratacem Bandung) dan disimpan 
pada suhu ruang selama 12-24 jam. Resin 
disaring dan dicuci dengan air suhu 50-
55°C. Glikosaminoglikan yang terkandung 
pada resin dielusi menggunakan larutan 
hangat NaCl 16% (Merck). Eluen selanjutnya 
dipresipitasi menggunakan isopropil alkohol 
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(Central kimia) untuk memisahkan senyawa 
heparin. Hasil presipitasi dikeringkan dengan 
oven pada suhu 50°C, kemudian ditimbang 
untuk mengetahui bobot ekstrak kasar 
heparin. Rendemen ekstrak kasar heparin 
dihitung menggunakan rumus sebagai 
berikut:

Analisis Konsentrasi Heparin 
(Zhou et al., 2002)

Analisis konsentrasi heparin yang 
terkandung pada ekstrak kasar menggunakan 
metode sulfate GAG assay dengan 
spektrofotometri. Biru metilena (Merck) 25 
mg dilarutkan ke dalam 50 mL air demineral, 
kemudian diambil 5 mL (larutan stok) 
diencerkan dengan air demineral (Onelab 
WaterOne) hingga 30 mL. Larutan heparin 
standar (sodium heparin inviclot 5.000 IU/
mL,) dibuat menjadi beberapa konsentrasi, 
yaitu 2, 4, 6, 8, dan 10 mg/mL Ekstrak kasar 
heparin kering yang diperoleh ditambahkan 
air demineral 1 mL, kemudian di-vortex 
hingga homogen.

 Larutan stok sampel atau heparin 
standar dibuat dengan mencampur 0,25 mL 
ekstrak heparin kasar ke dalam 0,25 mL air 
demineral dan ditambahkan larutan stok biru 
metilena 2,5 mL. Larutan tersebut kemudian 
didiamkan hingga 2 jam dan diukur 
absorbansinya menggunakan microplate 
reader (Thermo Scientific – Multiskan Go) 
pada panjang gelombang 570 nm.  Hubungan 
konsentrasi larutan heparin standar dan 
absorbansi dianalisis dengan regresi linear 
sehingga diperoleh persamaan: y= bx+a. 
Persamaan regresi linear tersebut digunakan 
untuk menghitung konsentrasi heparin pada 
sampel. 

Purifikasi Ekstrak Heparin (Dietrich 
et al., 1999)

Ekstrak kasar heparin ditambahkan 
akuades pH 5 dan 0,3 M NaCl (Merck) dengan 
rasio 1:20 (b/v) dan dihomogenkan. Larutan 
tersebut ditambahkan aseton 40% dari volume 
sampel dan disimpan pada suhu 5°C selama 
24 jam. Larutan disentrifugasi (Thermo 
Scientific–SL 8R centrifuge) selama 30 menit 

dengan kecepatan 3.260xg. Supernatan 
ditambahkan aseton 55% dari volume larutan 
sampel kemudian disimpan pada suhu 5°C 
selama 24 jam. Larutan disentrifugasi kembali 
dengan kecepatan dan waktu yang sama. Hasil 
endapan sentrifugasi dikeringkan suhu 50°C 
dan dianalisis gugus fungsi menggunakan 
fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). 

Analisis Data
Rancangan percobaan yang digunakan 

pada penelitian ini adalah rancangan acak 
lengkap yang terdiri dari satu faktor, yaitu 
jeroan ikan tuna. Data yang diperoleh 
dianalisis dengan metode one way ANOVA 
menggunakan aplikasi SPSS. Data yang 
menunjukkan pengaruh yang signifikan pada 
selang kepercayaan 95% (p<0,05) diuji lanjut 
menggunakan uji Duncan. 

HASIL DAN PEMBAHASAN
Rendemen Heparin

Ketampakan jeroan ikan tuna disajikan 
pada Figure 1. Jeroan mengandung komponen 
yang dapat dimanfaatkan, yaitu protein, 
lemak, enzim, dan glikosaminoglikan (GAG). 
Raghuraman (2013) menyatakan bahwa 
jeroan ikan hering dan makerel mengandung 
glikosaminoglikan (GAG) bersulfat. 

Rendemen heparin dapat dilihat pada 
Figure 2. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa perbedaan bagian jeroan ikan tuna 
menghasilkan rendemen ekstrak heparin yang 
berbeda secara signifikan (p<0,05). Rendemen 
ekstrak heparin tertinggi diperoleh dari bagian 
usus dan sekum pilorus sebesar 0,66±0,06%. 
Rendemen hasil penelitian ini lebih tinggi 
dibandingkan heparin udang dan kerang. 
Dietrich et al. (1999) melaporkan bahwa 
heparin murni dari kepala dan jeroan udang 
Penaeus sebesar 0,003%. Hasil penelitian 
Cesaretti et al. (2004) menunjukkan bahwa 
rendemen heparin murni dari kerang Tapes 
phylippinarum sebesar 0,214%. Usus menjadi 
sumber potensial untuk mendapatkan 
heparin. Heparin yang paling banyak 
dikomersialisasikan berasal dari usus babi atau 
sapi. Hal ini karena rendemen heparin usus 
lebih tinggi dibandingkan dari bagian paru-
paru dan hati (Vardayan & Hruby, 2006; Fu et 
al., 2013).  Valcarcel et al. (2017) menyatakan 

Rendemen (%) =                                                 x100bobot ekstrak heparin kasar (g)
bobot bahan baku (g)
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Figure 1 Appearance of tuna liver (A), stomach (B), intestinal and pyloric caeca (C)
Gambar 1 Ketampakan hati tuna (A), lambung (B), usus dan sekum pilorus (C)

Figure 2 Yield of heparin crude extract from tuna viscera
Gambar 2 Rendemen ekstrak heparin kasar dari jeroan tuna 

                         liver                      Intestine and pyloric caeca               stomach
Type of tuna viscera

Y
ie

ld
 o

f h
ep

ar
in

 e
xt

ra
ct

 (%
)



JPHPI 2023, Volume 26 Nomor 3 Isolasi heparin dari jeroan ikan tuna (Thunnus sp.), Hardiningtyas et al.

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia 365

bahwa faktor-faktor yang dapat memengaruhi 
komponen GAG bersulfat pada ikan, yaitu 
kondisi lingkungan, penyusun matriks, 
masa otot pada spesies ikan untuk perilaku 
berenang, bentuk tubuh dan fleksibilitas 
matriks tulang. 

Heparin terdapat pada dinding usus 
diduga karena adanya pembuluh darah dan 
mast cell. Biosintesis heparin pada jaringan 
makhluk hidup terjadi di aparatus golgi sel 
mast dan retikulum endoplasma (Onishi et 
al., 2016; Yu et al., 2017). Mast cell banyak 
ditemukan pada jaringan saluran pencernaan 
(usus), insang, dan kulit (Crivellato et al., 
2015). Konsentrasi heparin yang tinggi juga 
berkaitan dengan fungsi usus sebagai bagian 
dari mekanisme pertahanan tubuh terhadap 
pembekuan darah. Usus mengandung 
pembuluh darah kecil yang dapat mengalami 
kerusakan akibat paparan zat-zat asing atau 
bakteri. Kamhi et al. (2013) menyatakan mast 
cell pada jaringan usus juga berperan penting 
untuk merespons infeksi yang umum terjadi 
dengan cara memproduksi heparin. Heparin 
berperan dalam menghambat pembekuan 
darah sehingga mencegah penyumbatan 
pembuluh darah.

Konsentrasi Heparin pada Ekstrak 
Kasar

Konsentrasi ekstrak heparin kasar 
diukur dengan sulfate glycosaminoglycan 
assay. Metode ini merupakan metode 
yang selektif untuk mengukur kandungan 
heparin. Biru metilena digunakan sebagai 
indikator keberadaan senyawa heparin 
pada suatu sampel. Heparin hanya dapat 
berinteraksi dengan biru metilena karena 
adanya makro molekul yang saling berikatan, 
yaitu gugus karboksil dan sulfat. Proses 
pengikatan terjadi karena adanya tarikan 
elektrostatis dari heparin dan biru metilena 
serta gaya van der Waals (Liu & Jiao, 1998).
Pembentukan kompleks heparin dan biru 
metilena ditunjukkan dengan perubahan nilai 
absorbansi biru metilena (Jiao et al., 1999)
Konsentrasi heparin pada ekstrak kasar jeroan 
tuna dapat dilihat pada Figure 3.

Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa kandungan heparin pada ekstrak kasar 
dari beberapa bagian jeroan tuna memiliki 
nilai yang berbeda signifikan (p<0,05). 
Konsentrasi heparin tertinggi terdapat pada 
ekstrak kasar heparin dari usus dan sekum 
pilorus sebesar 0,43±0,1 g/g ekstrak (Figure 
3). Persentase heparin pada masing-masing 

Gambar 3 Konsentrasi heparin dari ekstrak kasar jeroan tuna; huruf superskrip berbeda 
menunjukkan perbedaan nyata (p<0,05)

Figure 3 Heparin concentration of tuna viscera crude extract; different superscript letters 
indicate significant difference (p<0.05) 
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Profil Gugus Fungsi Heparin Murni 
Analisis gugus fungsi menggunakan 

FTIR spektrofotometer bertujuan untuk 
mengetahui profil senyawa heparin yang 
diperoleh dari jeroan tuna. Spektrum FTIR 
heparin murni dari jeroan tuna disajikan pada 
Figure 4. 

Heparin dari jeroan tuna yang 
berbeda memiliki titik lembah transisi yang 
sama. Hal ini menunjukkan gugus fungsi 
khas dari senyawa heparin. Devlin et al. 
(2019) menyatakan bahwa senyawa heparin 
memiliki beberapa gugus fungsi penciri yang 
diinisiasi oleh penyusun polisakaridanya, 
yaitu peregangan gugus karboksil, gugus 
N-asetil dengan peregangan C=O dan N-H, 
peregangan atom nitrogen (N) dan oksigen 
(O) yang tersulfasi, serta deformasi C-O-C 
yang berhubungan dengan karbohidrat dan 
terletak disekitar ikatan glikosidik. Spektrum 
FTIR sesuai Figure 4 menunjukkan bahwa 
heparin jeroan tuna memiliki beberapa 

jeroan, yaitu usus dan sekum pilorus sebesar 
43%, lambung 17%, dan hati 3%. Ekstrak kasar 
heparin pada penelitian masih mengandung 
residu lain, yaitu kristal garam, lemak, dan sisa 
pelarut, sehingga menambah bobot ekstrak 
kasar. Tahap purifikasi lebih lanjut diperlukan 
untuk mendapatkan senyawa heparin murni. 

Heparin yang diekstrak dari jaringan 
hewan memiliki kemurnian dan keberagaman 
struktur kimia berdasarkan spesies hewan, 
usia, jenis kelamin, kesehatan, jenis pakan, 
dan faktor lingkungan lainnya (Qiao et 
al., 2020). Faktor lain yang memengaruhi 
keberagaman jumlah heparin khususnya 
pada ikan, yaitu perbedaan penyusun matriks 
dan otot yang disebabkan perilaku berenang 
serta bentuk tubuhnya (Raghuraman, 2013). 
Perbedaan karakteristik heparin kulit tuna 
dengan heparin mukosa babi menunjukkan 
potensi biologis yang bervariasi tergantung 
pada spesies dan struktur penyusunnya (Jeske 
et al., 2007).

Figure 4 FTIR spectrum of pure heparin from tuna viscera
Gambar 4 Spektrum FTIR heparin murni dari jeroan tuna 



JPHPI 2023, Volume 26 Nomor 3 Isolasi heparin dari jeroan ikan tuna (Thunnus sp.), Hardiningtyas et al.

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia 367

puncak inframerah pada bilangan gelombang, 
antara lain 3.432-3.443 cm-1, 1.641-1.646 cm-1, 
1.432-1.435 cm-1, 1.041-1.051 cm-1, dan 564-
567 cm-1. Puncak tersebut merupakan gugus 
penciri dari heparin. 

Karimzadeh (2018) menyatakan bahwa 
karakteristik atom N tersulfasi ditunjukkan 
pada bilangan gelombang 600-520 cm-1, 
dengan getaran yang dihasilkan dari SO2. 
Bilangan gelombang pada kisaran 3.640-3.160 
cm-1 menandakan peregangan gugus hidroksil 
(OH) dengan intensitas kuat pada heparin.  
Socrates (2001) menjelaskan bahwa gugus 
asetil (C=O) yang berikatan dengan atom N 
pada monosakarida glukosamin teridentifikasi 
pada bilangan gelombang 1.680-1.630 cm-1. 
Gugus karboksil (CO2

-) dalam monosakarida 
asam uronat teramati pada rentang panjang 
gelombang 1.440-1.335 cm-1. Gugus siklus eter 
yang mencirikan monosakarida karbohidrat 
pada glikosaminoglikan jenis heparin teramati 
dengan panjang gelombang 1.270-1.030 cm-

1. Atom O yang tersulfasi juga telah teramati 
dengan rentang panjang gelombang 1.020-850 
cm-1. Bilangan gelombang dan profil gugus 
fungsi heparin jeroan tuna dapat dilihat pada 
Table 1.

Rantai polisakarida heparin terbentuk 
dari N-asetil-D-glukosamin dan residu asam 
uronat yang dihubungkan melalui ikatan 
glikosidik α-(1→ 4) (Oduah et al., 2016). 
Residu utama glukosamin pada heparin terdiri 

dari atom N yang terdeasetilasi, atom N yang 
tersulfasi pada gugus amina, gugus hidroksil 
yang tersulfasi pada atom karbon (C) keenam, 
serta yang jarang terjadi molekul sulfat yang 
dapat terletak pada atom C ketiga. Asam 
uronat pada heparin terbentuk dari residu 
α-L-asam iduronat dengan molekul sulfat 
pada atom C kedua serta β-D-asam glukoronat 
epimerik pada atom C kelima (Mestechkina & 
Shcherbukhin, 2010). Komposisi residu asam 
uronat pada heparin umumnya 90% L-asam 
idopiranosiluronat (L-asam iduronat) dan 
10% D-asam glukopiranosiluronat (D-asam 
glukuronat) (Gandhi & Mancera, 2008). 

KESIMPULAN
Heparin berhasil diisolasi dari 

jeroan tuna. Usus dan sekum pilorus 
merupakan bagian jeroan yang paling banyak 
mengandung heparin. Heparin murni dari 
jeroan tuna memiliki gugus fungsi penciri 
senyawa heparin. 
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Table 1 Functional group profiles of pure heparin from tuna viscera 
Tabel 1 Profil gugus fungsi heparin jeroan tuna
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