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Abstrak

Limbah kulit ikan parang-parang (Chirocentrus dorab) dapat dimanfaatkan menjadi salah satu
sumber kolagen. Isolasi kolagen dapat dilakukan secara kimia salah satunya dengan metode kolagen larut
asam.Tujuan penelitian ini adalah isolasi kolagen dengan metode kolagen larut asam dan menentukan
karakteristik fisikokimia kolagen kulit ikan parang parang. Isolasi kolagen terdiri atas praperlakuan dan
hidrolisis dengan asam. Praperlakuan menggunakan NaOH 0,1 M selama 12 jam dan hidrolisis dengan
asam asetat 0,5 M. Hasil praperlakuan menunjukkan kadar protein non kolagen 0,1243 mg/mL. Rendemen
yang didapat yaitu 2,61%. Karakteristik fisik kolagen meliputi viskositas 6,50 cP, suhu denaturasi 40°C, suhu
transisi 77,30°C, dan suhu pelelehan 153,90°C. Karakteristik kimia kolagen meliputi nilai pH 6.25, analisis
FTIR yang memiliki gugus fungsi amida A (3425,58), B (2924,09),1(1647,21), I (1543,05), dan I1I (1246,02)
(cm™), kadar asam amino penyusun kolagen yaitu glisin (26,69%), prolin (12,24%) dan alanin (9,51%)

Kata kunci: FTIR, isolasi kolagen, viskositas

Physicochemical characteristics of acid soluble collagen from the skin of Parang parang
fish (Chirocentrus dorab)

Abstract

Waste of parang parang fish (Chirocentrus dorab) skin can be used as a source of collagen. Collagen
isolation can be done chemically by the Acid Soluble Collagen (ASC) method. The objective of this research
was to isolate collagen with ASC method and characterize their physicochemical. Collagen isolation
consisted of pretreatment and hydrolysis with acids. The pretreatment used NaOH 0.1 M for 12 hours, while
hydrolysis used acetic acid 0.5 M. Pretreatment results indicated that the concentration of non-collagen
protein was 0.1243 mg/mL, while the yield collagen was 2.61%. The collagen had the viscosity of 6.50 cP,
the denaturation temperature of 4°C, the transition temperature of 77.30°C, and the melting temperature of
153.90°C. The obtained collagen also had pH of 6.25. The fourier transform infrared (FTIR) spectra analysis
showed the collagen contained amide A (3425.58), B (2924.09), I (1647.21), II (1543.05), and III (1246.02)
(cm™). The collagen also contained glycine (26.69%), proline (12.24%) and alanine (9.51%).

Keywords : FTIR, collagen isolation, viscosity
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PENDAHULUAN

Kolagen adalah protein yang terdapat
pada tubuh hewan dan bersifat biodegradable.
Protein kolagen terdiri atas 18 jenis asam
amino, 7 di antaranya merupakan asam
amino esensial (Kumar et al. 2011). Kolagen
sangat dibutuhkan di industri pangan
maupun nonpangan. Salah satu industri
nonpangan yang membutuhkan kolagen
adalah industri kosmetik. Kolagen bersifat
elastis pada kulit dan dapat mengurangi
keriput yang terjadi sebagai efek dari penuaan
(Schmidt et al. 2016). Kolagen yang biasa
digunakan umumnya didapatkan dari kulit
dan tulang babi atau kulit dan tulang sapi.
Kolagen yang berasal dari hewan babi dan
sapi, dapat menimbulkan dampak buruk
terhadap kesehatan manusia (Putra et al. 2013)
dan masalah kehalalan (Hidayat dan Siradj
2015). Penggunaan kolagen yang bersumber
dari babi dan sapi dapat menyebabkan
wabah penyakit seperti penyakit prion bovine
spongiform encephalopathy (BSE), penyakit
mulut dan kuku (PMK) (Schmidt et al
2016). Permasalahan ini dapat diatasi dengan
mengganti bahan baku tersebut dengan
limbah dari perairan yaitu kulit ikan, sisik dan
tulang ikan. Salah satu sumber kolagen yang
dapat digunakan adalah kulit ikan parang
parang

Ikan parang parang memiliki potensi
untuk dikembangkan karena merupakan
salah satu jenis ikan yang ditemukan di laut
utara Sumatera, laut selatan Sumatra Barat,
Jawa, selatan Jawa dan laut timur Indonesia
(Abdussamad et al. 2011). Data produksi
ikan parang parang di perairan Bengkalis
dari tahun ke tahun semakin meningkat,
produksi pada tahun 2011 sebanyak 17.356
ton dan pada tahun 2012 sebanyak 17.393
ton (Rengi 2014). Kulit ikan parang-parang
berpotensi sebagai sumber kolagen. Kolagen
yang bersumber dari kulit dan tulang ikan
memiliki struktur molekul yang lebih kecil
dibandingkan dengan kolagen yang terbuat
dari kulit sapi atau kulit babi sehingga lebih
mudah untuk diserap (Kumar et al. 2011).
Isolasi kolagen dari kulit ikan merupakan salah
satu cara penggunaan limbah hasil perikanan
menjadi produk dengan nilai komersial lebih
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tinggi. Metode isolasi kolagen menentukan
karakteristik kolagen yang didapatkan. Isolasi
kolagen secara kimia dapat menggunakan
asam organik maupun non organik. Asam
organik dapat digunakan untuk mengisolasi
kolagen. Zaelani et al. (2019) menggunakan
asam asetat untuk mengisolasi kolagen
ikan kakap merah. Suyanti et al. (2017)
menggunakan asam sitrat untuk mengisolasi
kolagen kulit ikan nila. Sementara itu Schmidt
et al. (2016) menyatakan bahwa penggunaan
asam anorganik yaitu asam klorida untuk
isolasi kolagen kurang efisien dibandingkan
dengan asam organik. Penelitian isolasi
kolagen secara kimia dari beberapa jenis
ikan dan bagiannya telah dilakukan dengan
berbagai metode diantaranya kolagen larut
asam atau acid soluble collagen (ASC) dan
hidro-ekstraksi. Isolasi kolagen kulit ikan
parang parang dengan metode hidro-ekstraksi
telah dilakukan, namun isolasi dengan
metode kolagen larut asam serta karakteristik
fisikokimia hasil isolasi kolagen tersebut
belum dilakukan. Penelitian ini bertujuan
untuk isolasi kolagen kulit ikan parang
parang dengan metode kolagen larut asam
dan menentukan karakter fisikokimia kolagen
yang telah diisolasi.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah kulit ikan parang-parang yang
didapat dari Pasar Anyar Bogor. Kulit ikan
parang parang dibersihkan kemudian
dimasukkan coolbox (stereofoam) dan diberi
es. Sampel diterima di laboratorium dalam
keadaan dingin (10°C). Bahan kimia yang
digunakan adalah akuades, NaOH 0,1 M
(sigma aldrich), asam asetat (CH,COOH
80%) (Sigma Aldrich), Bovine Serum Albumin
(BSA) (sigma Aldrich), dan reagen Bradford
(Sigma Aldrich). Alat-alat yang digunakan
adalah Fourier Transform Infrared (FTIR)
Spectroscopy (Bruker Tensor 37 German),
spektrofotometer (Genesys 10 UV Thermo
Scientific), viskometer (Brookfield),
kromamater (Lutron RGB 1002), dan termal
differential scanning calorimatry (DSC-60
Shimadzu), neraca analitik (FS-Ar 210), pH
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meter (Hanna Instruments), freeze dry (Christ
Alpha 2-4 LD UK), UPLC (ELSD Waters
Acquity H-Class).

Metode Penelitian
Pembuatan kolagen

Praperlakuan mengacu pada metode
Kittiphattanabawon et al. (2010) dengan
modifikasi. Kulit ikan direndam dalam larutan
NaOH 0,1 M dengan perbandingan 1:10
(b/v) selama 12 jam. Larutan NaOH diganti
setiap 2 jam sekali kemudian diuji kandungan
protein secara kuantitatif dengan uji Bradford
untuk menentukan konsentrasi NaOH dan
lama waktu perendaman terbaik dan untuk
menghilangkan kandungan protein non-
kolagen yang masih terdapat pada kulit yang
akan dinetralisasi dengan akuades.

Isolasi dengan asam

Isolasi kolagen dilakukan berdasarkan
metode Erizal et al. (2014). Kulit ikan hasil
praperlakuan direndam dengan asam asetat
0,5 M dengan perbandingan rasio kulit
dengan asam asetat 1:10 (b/v) selama 48
jam pada suhu 4°C, selanjutnya, disaring
menggunakan kertas saring Whatman. Hasil
berupa ekstrak kolagen berwujud cair yang

kemudian dikering-bekukan (freeze dry)
hingga diperoleh kolagen padat.
Analisis kadar protein

Analisis kadar protein  dilakukan

berdasarkan metode Bradford (1976). Analisis
kandungan protein “nonkolagen” pada NaOH
sisa perendaman kulit ikan parang parang
dilakukan menggunakan bovine serum
albumin (BSA) sebagai standar. Sampel
dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak
50 pL, kemudian ditambahkan reagen
Bradford sebanyak 2,5 mL. Proses selanjutnya
diinkubasi selama 5 menit, kemudian diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 610 nm. Konsentrasi
standar BSA yang digunakan adalah 0- ; 400- ;
600- ; 800- ; 1.000- ; 1.200- ; dan 1.400 ppm

Analisis rendemen kolagen

Analisis  nilai rendemen  kolagen
dilakukan berdasarkan metode AOAC (2005).
Nilai rendemen diperoleh dari perbandingan
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berat kering kolagen yang dihasilkan dengan
berat bahan kulit ikan parang parang. Nilai
rendemen diperoleh dengan rumus:

Berat kering kolagen

Rendemen kolagen (%)= Berat bahan baku x100%
Analisis pH
Analisis  pH  kolagen  dilakukan

berdasarkan metode AOAC (2005). Sampel
sebanyak 1 g sampel dilarutkan dalam 50
mL akuades dan dihomogenkan. Alat pH
meter dinyalakan dan dibiarkan hingga
stabil terlebih dahulu, kemudian elektroda
dicelupkan ke dalam sampel hingga beberapa
saat sampai diperoleh angka yang stabil pada
proyektor pH meter.

Analisis viskositas

Analisis viskositas dilakukan berdasarkan
metode Wulandari (2016) dengan modifikasi.
Viskositas kolagen dilarutkan dalam asam
asetat 0,5 M dengan konsentrasi 0,3%
(b/v). Larutan 250 mL diukur viskositasnya
menggunakan viskometer Brokkfield dengan
kecepatan 100 rpm

Analisis derajat putih

Analisis derajat putih kolagen dilakukan
berdasarkan metode Alhana (2015). Analisis
warna dilakukan menggunakan kromamater
(Lutron RGB 1002). Sampel sebanyak 0,5 g
diletakkan ke dalam kertas putih. Pemotretan
dengan kromameter dilakukan sebanyak
tiga kali pada masing-masing sampel. Hasil
pengukuran ditampilkan berupa angka digital
pada alat. Sistem warna yang digunakan
adalah sistem warna Hunter. Sistem warna
Hunter L*a*b* memiliki tiga atribut yaitu
nilai L*, a*, dan b*. Nilai L* menunjukkan
kecerahan sampel (warna kromatis, 0: hitam
sampai 100: putih). Warna kromatik merah
sampai hijau ditunjukkan oleh nilai a* (a*: 0
sampai 100 untuk warna merah, a*: 0 sampai
-80 untuk warna hijau). Warna kromatik biru
sampai kuning ditunjukkan oleh nilai b* (b*: 0
sampai 70 untuk warna kuning, b*: 0 sampai
-70 untuk warna biru). Derajat putih dihitung
menggunakan rumus:100 - [(100-L*)2 + a*2
+ b*2]1/2
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Analisis Gugus Fungsi dengan FTIR

Analisis Gugus Fungsi dengan FTIR
dilakukanberdasarkanmetode Yanetal. (2008).
Analisis FTIR digunakan untuk menentukan
gugus fungsi khas kolagen. Analisis FTIR
dilakukan dengan menimbang 100 mg KBr
dan 2 mg sampel uji dicampurkan, kemudian
ditumbuk sampai halus dan tercampur rata
dalam mortar agate. Pengukuran sampel uji
dilakukan pada bilangan gelombang antara
4000-500 cm™'. Spektra FTIR yang dihasilkan
menunjukkan  puncak-puncak  serapan
bilangan gelombang dari sampel uji. Gugus
fungsi sampel uji ditentukan berdasarkan
puncak serapan bilangan gelombang yang
terdeteksi dengan wilayah serapan untuk
gugus fungsi protein

Analisis asam amino

Analisis  asam  amino  dilakukan
berdasarkan metode AOAC (2005). Analisis
asam amino dilakukan menggunakan
Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC). Metode ini diawali dengan
hidrolisis sampel melalui penambatan HCI
6 N dan pemanasan, hemudian hidrolisat
dikeringkan dan diderivatisasi dengan larutan
phenylisothiocyanat (PITC) atau Edman’s
Reagent dan ditambahkan asetonitril sebagai
fase gerak. Sampel diinjeksikan kedalam
HPLC setelah disaring terlebih dahulu
menggunakan kertas saring milipore 0,45
i Konsentrasi asam amino dihitung dengan
rumus:

luas area sampel xC xFPxBM x100
luas area sandarxbobot sampel (g)

Konsentrasi asam amino =

C : konsentrasi standar asam amino
(ug/mL)

FP : Faktor pengenceran

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

Analisis titik leleh

Analisis titik leleh dilakukan berdasarkan
metode Alhana (2015). Analisis titik leleh
dilakukan menggunakan alat DSC untuk
mengetahui karakteristik termal dari kolagen
dihasilkan. Metode yang dilakukan yaitu
sampel sebanyak 5-10 mg ditempatkan
dalam wadah aluminium lalu ditutup. Sampel
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kemudian dianalisis pada suhu antara 20°C
hingga 300°C dengan laju pemanasan 10°C/
menit.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kadar Protein Nonkolagen dan
Rendemen Kolagen

Perendaman kulit ikan dalam NaOH
0,1 M dilakukan selama 12 jam dan larutan
NaOH diganti setiap 2 jam. Berdasarkan hasil
perendaman NaOH 2 jam pertama, kulit ikan
memiliki kadar protein non-kolagen yang
cukup tinggi yaitu, 1,46 mg/mL dan 2 jam
berikutnya terjadi penurunan kadar protein
non-kolagen, sampai perendaman selama
12 jam diperoleh konsentrasi protein non-
kolagen 0,13 mg/mL (Table I). Penggunaan
NaOH 0,1 M saat praperlakuan pada kulit
ikan parang parang yaitu mengacu pada
penelitian sebelumnya yang melakukan
isolasi kolagen dari kulit ikan parang parang
dengan metode hidro-ektraksi (Kurniawan
2016). Tujuan dilakukannya praperlakuan
menggunakan basa adalah menghilangkan
kontaminan (lemak, mineral dan pigmen)
dan menghilangkan protein non-kolagen
(Schmidt et al. 2016). Penggunaan larutan
NaOH 0,05 dan 0,1 M dapat melarutkan
protein non-kolagen tanpa menyebabkan
kehilangan kolagen, tetapi apabila lebih besar
dari 0,1 M dapat melarutkan kolagen tersebut
karena apabila OH- berlebih mengakibatkan
terputusnya sebagian ikatan kovalen kolagen
(Liu et al. 2015). Larutan NaOH dapat
mengubah tropokolagen menjadi prokolagen
dan perendaman dengan NaOH dapat
mempermudah masuknya air ke dalam
kulit ikan sehingga protein non-kolagen
dan kontaminan terjebak dalam matriks
menjadikan lebih mudah dilepaskan (Jaswir et
al. 2011).

Nilai rendemen kolagen kulit ikan
parang-parang yang didapatkan  3,73%
dan lebih tinggi dibandingkan penelitian
sebelumnya yang menggunakan metode
hidro-ekstraksi pada bahan baku yang sama
yaitu 2,1540,62% (Kurniawan 2016). Menurut
Potaros et al. (2009) nilai rendemen yang
berbeda disebabkan oleh metode ekstraksi,
suhu dan waktu ekstraksi. Rendemen
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Table 1 Non-collagen protein concentration in NaOH solution

Hour

Concentration (mg/mL)

2
4
6
8
10
12

1.60+0.004
0.68+0.004
0.46+0.002
0.35£0.005
0.33+0.004
0.13+0.004

kolagen pada penelitian ini lebih rendah
dibandingkan kolagen dari kulit ikan patin
5,10%(Singh et al. 2011) dengan metode
hidrolisis asam. Ratnasari et al. (2013)
menyatakan bahwa perbedaan jenis kulit,
konsentrasi asam, pH, dan jumlah kolagen
yang terbuang saat praperlakuan serta
pencucian akan mempengaruhi rendemen.

Karakter Fisikokimia Kolagen Kulit
lkan Parang Parang

Nilai pH kolagen kulit ikan parang parang
yaitu 6,25+0,00. Nilai tersebut lebih rendah
dibandingkan kolagen kulit ikan parang
parang dengan metode isolasi hidro-ekstraksi
(Kurniawan 2016) yaitu bernilai 6,55. Faktor
yang mempengaruhi nilai pH bersifat lebih
asam adalah penggunaan konsentrasi asam
yang lebih tinggi dan tidak dilakukan proses
netralisasi setelah hidrolisis, sedangkan
pada metode hidro-ektraksi menggunakan
konsentrasi asam yang lebih rendah, dan
dilakukan netralisasi, dan dilakukan ekstraksi
menggunakan air sehingga hasil kolagen
memberikan nilai pH yang mendekati netral.

Viskositas kolagen kulit ikan parang
parang yaitu 6,50+0,00 cP. Nilai viskositas
tersebut lebih rendah dari kolagen kulit
ikan gabus yaitu 10 cP (Wulandari et al.
2015). Nilai viskositas dipengaruhi oleh
bobot molekul kolagen hasil isolasi (Ogawa
et al. 2004). Faktor-faktor yang dapat
memengaruhi viskositas adalah suhu, gaya
tarik antar molekul, dan jumlah molekul
terlarut (Zang et al. 2007). Nilai
viskositas yang tinggi berkaitan dengan gaya
elektrostatik yang kuat antar molekul kolagen
(Zhang et al. 2011). Viskositas yang rendah
berkaitan dengan suhu yang digunakan saat
isolasi (Chi et al. 2013). Polimer yang semakin
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kecil menyebabkan nilai viskositas akan
semakin rendah (Putra et al. 2013).

Derajat putih kolagen kulit ikan parang
parang yang diisolasi dengan metode kolagen
larut asam adalah 48,49+4,23%. Hasil tersebut
lebih rendah dibandingkan dengan kolagen
dari kulit ikan gabus 66,67% (Wulandari
et al. 2015). Hasil warna kolagen kulit ikan
parang-parang lebih rendah. Preparasi sampel
dan pigmen belum hilang saat praperlakuan.
Warna kolagen disebabkan oleh pigmen dari
bahan baku dan selain itu, warna kolagen
dapat disebabkan oleh metode isolasi yang
digunakan. Menurut Fawzya et al (2016)
metode kolagen larut asam dapat memberikan
warna kolagen yang lebih putih dibandingkan
dengan dengan menggunakan metode hidro-
ekstraksi, karena penggunaan konsentrasi
asam yang lebih tinggi dibandingkan dengan
metode hidro-ekstraksi. Perendaman dengan
menggunakan basa atau asam menyebabkan
pengembangan pada kulit sehingga pigmen
dapat dieliminasi (Jaswir et al. 2011)

Gugus Fungsi Kolagen

Spektrum FTIR kolagen kulit ikan
parang parang memiliki puncak serapan
khas pada wilayah amida yaitu amida A,
amida B, amida I, amida II, amida III (Figure
1 dan Table 2). Hasil isolasi kolagen kulit
ikan parang parang metode kolagen larut
asam terdapat amida A pada puncak serapan
3425,58 cm™ dengan wilayah serapan (3350-
3550 cm™) vyang memiliki karakteristik
adanya renggangan NH (Erizal et al. 2012).
Posisi amida A dipengaruhi oleh adanya
komponen gugus OH yang mengkonfirmasi
partisipasi aktif molekul air dalam kolagen
(Erizal et al. 2012). Amida B pada hasil
penelitian menujukkan serapan bilangan

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia



Karakteristik fisikokimia kolagen larut asam, Safithri et al.

JPHPI 2019, Volume 22 Nomor 3

Table 2 Collagen functional groups characteristics

Peak absorbancy of wave number (cm™)

Amide Standard of  Acquired  Skin collagen Amide characteristics
absorbancy  absorbancy  of Parang-
area parang fish
Amide A 3350-3550" 3425.58 3332.29 NH stretching'
Amide B 2935-2915° 2924.09 2924.09 CH2 asymmetric stretching’
Amide I 1600-1700° 1647.21 1647.21 C=0 stretching®
Amide II 1480-1575° 1543.05 1546.91 NH bending, CN stretching’
AmideIIT  1229-1301° 1246.02 1334.74 NH bending, CN stretching’

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

gelombang 2924,09 cm™. Coates (2000)
mengemukakan bahwa puncak serapan
bilangan gelombang amida B pada rentang
2935-2915 cm™ yang memiliki karakteristik
renggangan asimetrik CH,. Berdasarkan
penelitian Kurniawan (2016) yang melakukan
isolasi kolagen kulit ikan parang-parang
dengan metode hidro-ekstraksi menunjukkan
amida A bergeser ke arah kanan atau ke arah
frekuensi yang lebih rendah, hal tersebut
dapat disebabkan oleh gugus NH pada
peptida terlibat dalam ikatan hidrogen pada
proses ekstraksi dengan air (Li et al. 2013),
sedangkan pada amida B tidak menunjukan
perbedaan yang signifikan.

Amida I menunjukkan bilangan
gelombang 1647,21 cm™ yang berdasarkan
Kong dan Yu (2007) wilayah serapan
Amida I terdapat pada bilangan gelombang
1600-1700 cm™ dengan karakteristik adanya
vibrasi renggangan C=0 dari ikatan peptida

dan pada frekuensi amida I menunjukkan
berkolerasi erat dengan struktur sekunder
protein. Amida I memiliki struktur sekunder
protein antara lain a-helix, S-sheet, f}-turn,
dan random coil (loop). Berdasarkan Kong
dan Yu (2007) a-helix memiliki bilangan
gelombang antara 1650-1658 cm, B-sheet
menunjukkan bilangan gelombang 1620-1640
cm’ dan 1690-1695 cm’, P-turn memiliki
bilangan gelombang antara lain 1688, 1680,
1672, dan 1666 cm-1, random coil memiliki
bilangan gelombang 1648 cm™. Berdasarkan
hasil yang didapat kolagen kulit ikan parang-
parang yang diisolasi dengan kolagen larut
asam menunjukkan adanya struktur sekunder
random coil, sedangkan dengan metode hidro-
ekstraksi kolagen kulit ikan parang parang
menunjukkan adanya struktur sekunder
a-helix yaitu pada bilangan gelombang 1553
cm?! (Kurniawan 2016). Perbedaan struktur
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Figure 1 Infrared spectrum of parang-parang fish collagen
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sekunder tidak dipengaruhi oleh metode yang
digunakan. Berdasarkan hasil penelitian Faisal
(2014) yang melakukan isolasi kolagen kulit
ikan buntal dengan metode hidro-ekstraksi
memiliki gugus amida I dengan bilangan
gelombang 1651 cm™ (a-helix), hasil penelitian
Yan et al. (2008) dengan menggunakan metode
kolagen larut asam dari kulit ikan Theragra
chalcogramma memiliki gugus amida I dengan
bilangan gelombang 1648,74 cm™ (random
coil), dan hasil penelitian Wulandari (2016)
melakukan isolasi kolagen dari kulit ikan
gabus metode hidro-ekstraksi memiliki gugus
amida I dengan bilangan gelombang 1639,46
cm’! (B-sheet), sehingga metode kolagen larut
asam dan hidro-ekstraksi memungkinkan
membentuk struktur sekunder «-helix,
B-sheet, B-turn, dan random coil (loop).

Amida II pada hasil penelitian bilangan
gelombang 1543,05 cm™ yang berdasarkan
Kong dan Yu (2007), wilayah serapan Amida IT
terdapat pada bilangan gelombang 1480-1575
cm’ dengan karakteristik vibrasi renggangan
CN dan NH bending (tekuk) pada ikatan
peptida. Amida II memiliki vibrasi sama
seperti amida I yaitu tidak terpengaruh oleh
vibrasi rantai samping namun korelasi antara
frekuensi dan struktur sekunder protein
kurang jelas dibandingkan dengan amida I
(Barth 2007). Hasil penelitian isolasi kolagen
kulit ikan parang parang dengan metode
hidro-ekstraksi ~ menunjukkan  bilangan
gelombang yang lebih tinggi dibandingkan
kolagen yang diisolasi dengan metode kolagen
larut asam. Hal ini dapat terjadi karena
keterkaitan dengan ikatan hidrogen sehingga
menghasilkan bilangan gelombang yang lebih
tinggi (Tziveleka et al. 2017).

Amida III pada hasil penelitian
menunjukkan bilangan gelombang 1246,02
cm’. Wilayah serapan amida III yaitu
1229-1301 cm™ dengan karakteristik adanya
interaksi intermolekuler pada kolagen yang
berkaitan dengan renggangan CN dan NH
bending (tekuk). Nilai rasio yang mendekati
1,0 pada intensitas rasio antara puncak
serapan pada bilangan gelombang 1450 cm
dan puncak serapan amida III menandakan
bahwa kolagen tersebut memiliki struktur
triple helix yang merupakan ciri khas kolagen
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(Matmaroh et al. 2011). Hasil penelitian
menunjukkan rasio 1,13 sedangkan kolagen
kulit ikan parang parang yang diisolasi dengan
metode hidro-ekstraksi menunjukkan nilai
rasio 1,17 (Kurniawan 2016). Kolagen yang
mengalami denaturasi memiliki intensitas
rasio 0,59 yang mengindikasi hilangnya
struktur triple helix yang disebut dengan
gelatin (Gioissis et al. 1998).

Asam Amino Kolagen

Kulit ikan parang parang memiliki lima
kadar asam amino terbanyak yaitu glisin,
prolin, asam glutamat, arginin dan alanin.
Tiga kadar asam amino terendah vyaitu
tirosin, histidin, dan isoleusin (Table 3). Hasil
penelitian ini sesuai dengan Aberoumand
(2012) bahwa kolagen memiliki kadar
tirosin dan histidin yang rendah dan tidak
mengandung triptofan dan sistein. Kadar asam
amino pada kolagen akan mempengaruhi
stabilitas termal dan kadar asam amino
yang tinggi pada pembentukan kolagen
akan memiliki kestabilan suhu yang tinggi
(Jamilah et al. 2013). Kolagen terdiri atas tiga
polipeptida yang saling berpilin membentuk
triple helix yang tersusun dari tiga asam amino
utama yaitu glisin, prolin, dan alanin. Glisin
menyusun hampir sepertiga dari struktur
kolagen sedangkan sisanya merupakan asam
amino yang lain (Chi et al. 2014). Asam amino
glisin tersebut akan mempengaruhi ikatan
hidrogen dan berperan dalam pembentukan
rantai alpha tripel heliks pada kolagen
(Matmaroh et al. 2011). Glisin terdapat pada
posisi ketiga susunan asam amino tripel heliks
kolagen (Gly-X-Y). Posisi X adalah prolin
dan posisi Y adalah hidroksiprolin yang akan
membentuk triple heliks (Fawzya et al. 2016).
Berdasarkan hasil analisis kolagen kulit ikan
parang parang memiliki kadar asam amino
glisin yaitu 26,69 % dan hampir menempati
sepertiga dari jumlah asam amino. Namun
demikian, berdasarkan penelitian Kurniawan
(2016) pada kolagen kulit ikan parang
parang yang diisolasi dengan metode hidro-
ekstraksi jumlah asam amino glisin lebih
tinggi dibandingkan dengan metode kolagen
larut asam yaitu 28.24%. Fawzya et al. (2016)
menyatakan bahwa perbedaan kadar asam
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Table 3 Amino acid levels of parang-parang

fish collagen

Amino acid Concentration (%)
Alanine 9.51
Arginine 9.81
Aspartate 5.81
Glutamate 11.72
Phenylalanine 3.09
Glycine 26.69
Histidine 1.08
Isoleucine 1.48
Leucine 3.32
Lysine 4.86
Proline 12.24
Serine 3.48
Threonine 3.38
Tyrosine 0.7
Valine 2.83

amino pada bahan baku yang sama dapat
disebabkan oleh metode isolasi, bahan isolasi,
dan metode penentuan asam amino.

Asam amino penyusun kolagen lainnya
yaitu prolin dan alanin. Hasil menujukkan
kadar asam amino prolin yang diperoleh yaitu
12.24%. Hasil tersebut menunjukkan kadar
protein yang hampir sama dengan kolagen
kulit ikan parang parang dengan metode
hidro-ekstraksi yaitu 12,38% (Kurniawan
2016) dan kolagen kulit ikan patin (12%)
(Singh et al. 2011). Hasil menunjukkan
sesuai dengan kadar prolin atau hidroksi
prolin terdiri atas seperlima atau lebih dari
total asam amino (Kittiphattanabawon et al.
2010). Asam amino prolin dan hidroksi prolin
akan mempengaruhi nilai stabilitas termal
(Muyonga et al. 2004). Asam amino prolin
dalam kolagen berperan dalam menjaga
integritas kolagen (Tamilmozhi et al. 2013)
dan berdasarkan Huang et al. (2011) cincin
pirolidin pada asam amino prolin dan hidroksi
prolin membantu memperkuat stabilitas
termal pada struktur triple helix. Kadar asam
amino alanin pada kolagen kulit ikan parang-
parang cukup tinggi yaitu 9,51%. Kadar alanin
pada kolagen menempati 1/9 dari total asam
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amino (Kittiphattanabawon et al. 2010).

Stabilitas Termal

Berdasarkan hasil termogram (Figure
2) menunjukkan suhu denaturasi kolagen
kulit ikan parang-parang adalah 40°C serta
memiliki dua puncak eksotermik. Puncak
eksotermik yang pertama menunjukkan suhu
awal 73,2°C, suhu akhir pelelehan 82,4°C, dan
suhu maksimum 77, 3°C. Puncak eksotermin
kedua menunjukkan suhu awal 153,3°C, suhu
akhir pelelehan 164,0°C, dan suhu maksimum
153,9°C.

Puncak eksotermik I menunjukkan
transisi gelasi dari kolagen yaitu terputusnya
ikatan hidrogen yang mengarah pada
pembentukan polimer amorf yang disebut
dengan gelatin, suhu terbentuknya kolagen
menjadi gelatin terjadi pada suhu maksimum
(T_) 77,3°C. Puncak eksotermik II
menunjukkan suhu transisi maksimum
yaitu puncak melting (pelelehan) bahan yang
terjadi pada suhu 153,9°C. Nilai entalpi yang
diperoleh negatif yang menunjukkan terjadi
suatu reaksi eksotermik. Aliran panas (W/g)
akan setara dengan perubahan entalpi (J/s)
yang diterima atau dilepas oleh sampel.

Suhu denaturasi kolagen hasil penelitian
menunjukkan  nilai  40°C,  denaturasi
merupakan perubahan struktur protein tanpa
diikuti dengan pelepasan ikatan kovalen.
Suhu denaturasi kulit ikan parang-parang
lebih tinggi dibandingkan kolagen dari kulit
ikan nila yang memiliki suhu denaturasi
35,75°C (Putra et al. 2011), kolagen dari kulit
ikan mackerel 29,7°C (Muyonga et al. 2004),
dan kolagen dari sirip hiu 25°C (Nagai et al.
2001). Denaturasi kolagen berbeda-beda
berdasarkan habitat dan spesies (Mandal et al.
2014). Menurut Ogawa et al. (2004) kestabilan
kolagen pada suhu merupakan adaptasi
fisiologis terhadap lingkungannya.

Puncak eksotermik I terjadi pada suhu
77,30°C hal tersebut menunjukkan suhu
transisi gelasi atau suhu terbentuknya menjadi
gelatin. Suhu gelasi kolagen memiliki nilai
suhu yang berbeda-beda seperti kolagen kulit
ikan ekor kuning yang menggunakan metode
kolagen larut asam yaitu 67,69°C (Astiana
2016), kolagen kulit ikan gabus 78,44°C
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Figure 2 Thermogram of parang-parang fish collagen

(Wulandari et al. 2015), dan kolagen dari kulit
ikan pari 86,7°C (Nuraenah 2013). Stabilitas
termal tersebut dipengaruhi oleh kandungan
asam amino prolin dan hidroksi prolin, dan
apabila kandungan asam amino tersebut lebih
tinggi maka memiliki nilai denaturasi dan
suhu transisi gelasi yang lebih tinggi (Yousefi
et al. 2017). Bedasarkan data tersebut hasil
sesuai dengan jumlah kandungan asam amino
prolin yang didapat lebih tinggi dibandingan
penelitian Astiana (2016) kolagen kulit ikan
ekor kuning, dan lebih kecil dibandingkan
dengan penelitian Wulandari et al. (2015)
kolagen kulit ikan gabus, dan Nuraenah
(2013) kolagen kulit ikan pari. Berdasarkan
Krishnamoorthi et al. (2017) stabilitas
termal tersebut dipengaruhi oleh habitat
dan spesies, ikan yang berada di habitat
dingin memiliki asam amino hidroksiprolin
yang rendah, sehingga memiliki stabilitas
termal yang rendah. Asam amino prolin dan
hidroksiprolin memiliki ikatan hidrogen dan
cincin pirolidin sehingga menjaga kestabilan
polipeptida (Zang et al. 2007).

Puncak eksotermik II terjadi pada suhu
153,90°C yang menunjukkan suhu pelelehan
kolagen. Suhu pelelehan kolagen dari kulit
ikan berbeda-beda, perbedaan tersebut
dapat dipengaruhi oleh metode isolasi yang
digunakan. Kolagen dari ikan gabus yang
diisolasi dengan metode hidro-ekstraksi
memiliki nilai suhu pelehan 159,90°C
(Wulandari et al. 2015), kolagen daging
tripang Gamma dengan metode hidro-
ekstraksi memiliki suhu pelelehan 163,67°C
(Alhana 2015). Suhu pelelehan kolagen
tersebut menunjukkan bahwa kolagen yang
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diisolasi dengan kolagen larut asam memiliki
suhu pelelehan yang lebih rendah. Menurut
Ahmad dan Benjakul (2010) suhu pelelehan
dipengaruhi oleh pelarut yang digunakan.
Pelarut asetat dapat memutus ikatan hidrogen
intramolekul yang merupakan penstabil triple
helix dari kolagen.

KESIMPULAN

Kolagen kulit ikan parang parang berhasil
diisolasi dengan metode kolagen larut asam
diperoleh rendemen 3,73%. Karakteristik fisik
kolagen didapatkan viskositas 6,50 cP, suhu
denaturasi 40°C, suhu transisi 77,3°C, dan
suhu pelelehan 153,9°C. Karakteristik kimia
kolagen didapatkan nilai pH 6,25, memiliki
gugus fungsi kolagen (amida A, amida B,
amida I, amida II, dan amida III) dan kadar
asam amino kolagen (glisin 26,69%, prolin
12,24% dan alanin 9,51%).
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