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Abstrak
Kolagen merupakan protein jaringan ikat yang tersusun oleh asam amino glisina, prolina, 

alanina dan hidroksiprolina, yang terdapat pada jaringan kulit, tulang, sisik, dan gelembung renang 
ikan. Gelembung renang ikan sebagai hasil samping industri perikanan potensial dikonversi menjadi 
kolagen halal. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi efektivitas proses praekstraksi kombinasi NaOH dan 
ultrasonikasi serta penggunaan enzim papain pada proses ekstraksi terhadap karakteristik fisikokimia 
kolagen gelembung renang ikan tuna. Metode penelitian ini adalah praekstraksi kombinasi NaOH dan 
ultrasonikasi 150 menit serta perendaman selama  2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, dan 24 jam, ekstraksi 
menggunakan enzim papain dengan konsentrasi 0, 3.500, dan 5.000 U/g dan waktu ekstraksi selama 36 dan 
48 jam. Hasil penelitian menunjukkan bahwa proses praekstraksi menggunakan ultrasonikasi 150 menit 
dengan perendaman selama 22 jam merupakan waktu terbaik dalam mengeliminasi protein non kolagen, 
dan ekstraksi menggunakan enzim papain konsentrasi 5.000 U/g dan perendaman 36 jam merupakan 
perlakuan terpilih terhadap derajat pengembangan kolagen. Rendemen kolagen yang diperoleh sebesar 
7,01±0,4%, asam amino yang mendominasi ialah glisina, arginina dan prolina, kolagen gelembung renang 
ikan tuna memiliki pita protein rantai α1 sebesar 117 kDa, rantai α2 sebesar 107 kDa dan rantai β sebesar 244 
kDa serta nilai zeta potensial sebesar 0,496 mV.
Kata kunci: asam amino, bobot molekul, derajat pengembangan, zeta potensial

Physicochemical Characteristics of Papain Soluble Collagen from Tuna 
(Thunnus sp.) Swim Bladder 

Abstract
Collagen is a connective tissue protein composed of the amino acids glycine, proline, alanine and 

hydroxyproline, which are found in the skin, bones, scales and swim bladder tissue of fish. Fish swim bladder 
as a by-product of the fishing industry have the potential to be converted into halal collagen. This study aims 
to evaluate the effectiveness of the pre-extraction process of the combination of NaOH and ultrasonication 
and the use of papain enzyme in the extraction process on the physicochemical characteristics of tuna swim 
bladder collagen. The research method was a combination of pre-extraction of NaOH and 150 minutes of 
ultrasonication and immersion for  2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22 and 24 hours, extraction using the 
papain enzyme with a concentration of 0; 3,500 and 5,000 U/g and extraction time of 36 and 48 hours. 
The results showed that the pre-extraction process using 150 minutes of ultrasonication with soaking for 
22 hours was the best time to eliminate non-collagen proteins, and extraction using papain enzyme with a 
concentration of 5,000 U/g and soaking for 36 hours was the preferred treatment for the degree of collagen 
development. The yield of collagen obtained was 7.01±0.4%, the dominant amino acids were glycine, 
arginine and proline, tuna swim bladder collagen had a protein band of α1 chain of 117 kDa, α2 chain of 107 
kDa and β chain of 244 kDa and zeta potential value of 0.496 mV.

Keyword: amino acids, molecular weight, swelling degree, zeta potential
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PENDAHULUAN
Kolagen adalah protein struktural utama 

dari berbagai jaringan ikat yang ada pada 
hewan yang banyak ditemukan pada jaringan 
fibrosa misalnya tendon dan ligamen dan 
juga melimpah di kornea, tulang rawan, 
tulang, pembuluh darah, usus, dan cakram 
intervertebralis (Sibilla et al. 2015). Kolagen 
merupakan protein jaringan ikat yang 
memiliki bentuk berserat yang menyusun 
sekitar 30% dari tubuh vertebrata dan menjadi 
protein dengan jumlah paling banyak pada 
kerajaan hewan dan membentuk elemen 
struktural utama dari semua jaringan ikat 
serta di jaringan interstisial hampir semua 
organ parenkim. Kolagen berkontribusi 
pada stabilitas jaringan dan organ serta 
mempertahankan integritas struktural    
(Ashraf et al. 2017).

Pada era ini, sumber utama kolagen 
berasal dari sapi dan babi yang dalam 
penggunaannya menimbulkan kekhawatiran 
akan faktor keamanannya karena menjadi 
sumber penyakit misalnya penyakit sapi gila/
Bovinium Spongiform Encephalopathy (BSE) 
dan penyakit mulut dan kuku/Foot and Mouth 
Disease (FMD) serta masalah kehalalannya 
(Jeevithan et al. 2014; Liang et al. 2014). 
Mengatasi permasalahan ini, kolagen dari 
hasil laut terutama limbah samping industri 
dapat menjadi sumber alternatif sekaligus 
menambah nilai ekonomi sektor pemrosesan 
ikan serta mendukung kebutuhan industri 
(Huang et al. 2016; Ahmed et al. 2019).

Ikan tuna (Thunnus sp.) merupakan salah 
satu komoditas perikanan tangkap Indonesia 
yang jumlah produksi tangkapnya terus 
meningkat. Produksi ikan tuna di Indonesia 
pada tahun 2017 mencapai 293.233 ton, 
angka ini meningkat dari produksi tahun 
sebelumnya sebesar 271.856 ton. Pada tahun 
2018 produksi tuna nasional mencapai angka 
409.024 ton. Data sementara produksi tahun 
2019 mencapai 319.325 ton dan tahun 2020 
mencapai 69.650 ton (KKP 2021).  Ikan 
tuna merupakan ikan perenang cepat yang 
hidup bergerombol dan tersebar luas pada 
perairan tropis dan subtropis. Kecepatan 
renang ikan tuna dapat mencapai 50 km/jam. 
Kemampuan renang yang dimiliki ikan tuna 
merupakan salah satu faktor yang menjadikan 

ikan tuna tersebar cukup luas. Beberapa 
jenis ikan tuna yang tertangkap di perairan 
Indonesia adalah madidihang/yellowfin tuna 
(Thunnus albacares), tuna mata besar/bigeye 
tuna (Thunnus obesus), albakora/albacore 
(Thunnus alalunga) dan tuna sirip biru/bluefin 
tuna (Thunnus maccoyi) (Triharyuni dan 
Prisantoso 2012).

Gelembung renang merupakan bagian 
dari hasil samping ikan yang digolongkan ke 
dalam organ internal ikan dan sangat potensial 
untuk dimanfaatkan menjadi produk sehingga 
dapat meningkatkan nilai lebih. Proporsi 
gelembung renang ikan tuna rata rata 0,53% 
(Idrus et al. 2018). Berdasarkan beberapa 
penelitian yang sudah dilakukan diketahui 
bahwa gelembung renang ikan dapat diproses 
menjadi kolagen.

Rangkaian proses isolasi kolagen diawali 
dengan proses praekstraksi menggunakan 
asam maupun basa yang bervariasi sesuai 
dengan asal bahan baku yang digunakan, serta 
bertujuan mengeliminasi kandungan protein 
nonkolagen (Schmidt et al. 2016). Penggunaan 
pelarut basa misalnya NaOH dalam proses 
praekstraksi lebih baik dan efektif dalam 
mengeliminasi protein nonkolagen serta lebih 
aman karena hanya menyebabkan kehilangan 
protein kolagen dalam jumlah yang sedikit 
(Liu et al. 2015). Teknologi ultrasonik dapat 
digunakan untuk mengintensifkan proses 
tersebut agar mendapatkan hasil lebih 
optimal (Astashev dan Babitsky 2007). Saat 
ini, iradiasi ultrasonik banyak digunakan 
untuk meningkatkan pemindahan massa 
dalam proses basah yang penting dalam 
pencampuran, ekstraksi, dan pengeringan 
(Zeng et al. 2012).

Sampai saat ini metode ekstraksi kolagen 
yang umum digunakan adalah metode 
ekstraksi asam karena mudah dilakukan. 
Selain itu dapat pula dilakukan proses 
ekstraksi menggunakan enzim. Enzim 
yang umum digunakan untuk mengisolasi 
kolagen adalah enzim pepsin, namun 
penggunaan enzim pepsin menimbulkan 
kekhawatiran karena bersumber dari babi 
sehingga perlu disubtitusikan ke enzim jenis 
lain misalnya enzim papain yang bersumber 
dari buah dan getah pepaya (Wong 2018).                                                               
Nurhayati et al. (2018) melaporkan bahwa 
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kolagen yang diekstraksi dari kulit ikan 
ekor kuning (Caesio cuning) menggunakan 
enzim papain menghasilkan rendemen yang 
lebih tinggi daripada yang hanya diekstraksi 
menggunakan asam.

Penelitian ini bertujuan untuk 
mengevaluasi pengaruh NaOH dan 
ultrasonikasi dalam melarutkan protein 
nonkolagen dan konsentrasi enzim papain 
dan waktu ekstraksi terhadap karakteristik 
fisikokimia kolagen yang dihasilkan.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan baku gelembung renang ikan tuna 
diperoleh dari PT Pahala Bahari Nusantara, 
Cikarang, Jawa Barat. Bahan kimia yang 
digunakan yaitu enzim papain (EC 3.4.22.2) 
komersial dengan aktivitas 30.000 USP units/
mg (Himedia, India), NaOH (Merck, Jerman), 
CH3COOH (Merck, Jerman), NaCl (Merck, 
Jerman), Bovine Serum Albumin (BSA), 
Coomasie Brilliant Blue (CBB), akuades 
dan bahan lainnya. Alat yang digunakan 
yaitu ultrasonic cleaner bath 40 KHz; 100 
W (DSA100-SK2 4.0 L, China), timbangan 
analitik (OHAUS A224), mikropipet, kertas 
whatman, UPLC-MS, spektrofotometer UV-
Vis (DR 5000, Dusseldorf, Germany), alat 
sentrifugasi (Sorvall Lynx 6000, Thermo 
Scientific, Jerman), kantung dialisis (Carolina, 
AS), pengering beku (Alpha 1-2 LD plus, 
Christ, Jerman), penangas air (BT25 Yamato, 
Jepang), elektroforesis (PEQ Lab, Jerman), 
zeta potential analyzer (Malvern, Inggris). 

Metode
Penelitian ini dilakukan dalam empat 

tahap yaitu preparasi dan karakterisasi 
gelembung renang ikan tuna berupa analisis 
proksimat dan asam amino; proses praekstraksi 
menggunakan NaOH dan ultrasonikasi; 
ekstraksi kolagen menggunakan enzim papain 
dan karakterisasi kolagen meliputi analisis 
derajat pengembangan, analisis rendemen, 
komposisi asam amino, bobot molekul, zeta 
potensial.

Preparasi dan karakterisasi gelembung 
renang ikan tuna

Gelembung renang yang diperoleh dari 
hasil samping industri pengolahan ikan 
dicuci menggunakan air bersih dan dipotong 
menjadi ukuran ±0,5x0,5 cm2 dengan tujuan 
untuk memperluas permukaan sehingga 
mempermudah proses penghilangan protein 
nonkolagen dan ekstraksi. Gelembung renang 
dianalisis komposisi proksimat dan asam 
amino.

Praekstraksi
Proses praekstraksi mengacu pada 

metode Zeng et al. (2012) dengan modifikasi 
penggunaan ultrasonik. Proses praekstraksi 
dilakukan untuk mengeliminasi protein 
nonkolagen dan untuk mendapatkan hasil 
lebih maksimal dalam proses. Protein 
nonkolagen, pigmen, dan lemak dihilangkan 
dari gelembung renang dengan cara direndam 
dalam NaOH dengan konsentrasi 0,1 M dengan 
rasio bahan dan larutan adalah 1:10 (b/v) pada 
suhu 4°C selama 24 jam dengan regulasi larutan 
NaOH setiap 2 jam. Ultrasonikasi pada proses 
praekstraksi dilakukan selama 150 menit pada 
suhu 4°C. Larutan NaOH yang digunakan 
untuk perendaman gelembung renang 
diuji kandungan protein nonkolagennya 
menggunakan metode Bradford.

Ekstraksi kolagen
Ekstraksi kolagen mengacu pada metode 

Jamilah et al. (2013). Gelembung renang hasil 
praekstraksi dicuci hingga mencapai pH 
netral. Gelembung renang direndam dalam 
asam asetat konsentrasi 0,5 M dengan rasio 
1:20 (b/v) dan ditambahkan enzim papain 
dengan konsentrasi 0; 3.500; 5.000 U/g 
sampel pada suhu 4°C selama 36 dan 48 jam. 
Proses penyaringan dilakukan menggunakan 
kain penyaring. Filtrat yang dihasilkan lalu 
dipresipitasi dengan NaCl hingga mencapai 
konsentrasi akhir 2,6 M selama 12 jam. 
Presipitat dipisahkan dengan cara sentrifugasi 
10.000 g pada suhu 4°C selama 30 menit. Hasil 
sentrifugasi berupa pelet. Pelet dilarutkan ke 
dalam 0,5 M asam asetat dengan rasio 1:1 
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(b/v) dan didialisis menggunakan kantong 
dialisis 12 kDa terhadap 0,1 M asam asetat 
dan akuades masing-masing selama 24 jam 
dengan rasio 1:10 (b/v) sampai diperoleh pH 
netral, kemudian dilakukan pengeringan beku 
selama 72 jam untuk memperoleh kolagen 
kering. 

Karakterisasi fisikokimia kolagen
Karakterisasi kolagen yang dilakukan 

meliputi analisis derajat pengembangan, 
rendemen, analisis komposisi asam amino, 
bobot molekul, dan zeta potensial.

Analisis proksimat (SNI 01-2891-1992)
Analisis proksimat dilakukan untuk 

mengetahui komposisi kimia yang terdapat 
pada suatu bahan. Analisis yang dilakukan 
antara lain analisis kadar air, kadar protein, 
kadar lemak dan kadar abu.

Analisis komposisi asam amino 
(Nollet 1996)

Komposisi asam amino dianalisis 
menggunakan instrument ultra performance 
liquid chromatography (UPLC). Perangkat 
UPLC dibilas dengan eluen dan syringe dibilas 
dengan akuades. Prosedur analisis ini terdiri 
atas dua tahapan yaitu pembuatan larutan 
sampel dan pembuatan larutan standar. Kadar 
asam amino dihitung berdasarkan rumus 
berikut:

Pengukuran kadar protein terlarut 
(Bradford 1976)

Konsentrasi protein ditentukan dengan 
mencampurkan sebanyak 500 mg Coomassie 
Brilliant Blue (CBB) dan 25 mL etanol 
lalu ditambahkan 50 mL asam fosfat 85%. 
Kemudian ditambahkan akuades hingga 
diperoleh volume 500 mL dan disaring 
menggunakan kertas saring Whatman No. 
1 sebelum digunakan. Sebanyak 0,1 mL 
sampel ditambah 5 mL larutan Bradford 

kemudian dihomogenkan menggunakan 
vortex. Nilai absorbansi diukur menggunakan 
spektrofotometer UV-2500 pada panjang 
gelombang 595 nm. Absorbansi standar BSA 
ditambah larutan Bradford diukur dengan 
metode yang sama. 

Penentuan derajat pengembangan 
kolagen (Tronci et al. 2013)

Kolagen kering sebanyak 0,1 g dalam 
5 mL akuades diinkubasi selama 10 menit, 
kemudian ditiriskan dan timbang beratnya. 
Swelling ratio (SR) atau nisbah pengembung 
berbasis berat sampel yang dihitung 
berdasarkan persamaan berikut:

Rendemen
Rendemen kolagen didapat dari rasio 

antara berat kolagen kering dengan berat 
gelembung renang ikan sebelum dilakukan 
praperlakuan. Rendemen didapat dengan 
perhitungan sebagai berikut: 

Pengukuran bobot molekul (Laemmli 
1970)

Berat molekul kolagen ditentukan 
menggunakan instrumen Sodium Dodecyl 
Sulphate Poliacrylamide Gel Electrophoresis 
(SDS-PAGE). Gel yang dipergunakan untuk 
elektroforesis terdiri atas gel penahan atau 
stacking gel dengan konsentrasi 3% dan gel 
pemisah atau separating  gel dengan konsentrasi 
10%. Sebelum proses elektroforesis, sampel 
protein didenaturasi menggunakan SDS 
dan merkaptoetanol yang disertai dengan 
proses pemanasan. Elektroforesis dilakukan 
menggunakan arus listrik 35-50 mA dan 
tegangan 170 V selama 1 jam, setelah selesai 
gel diwarnai dengan menggunakan larutan 
pewarnaan (staining) yang mengandung 
coomasie brilliant blue kemudian dibilas 
dengan larutan destaining yang mengandung 
asam asetat jenuh selama semalaman.

Kadar asam amino =                         x                       Luas area sampel
Luas area standar

CxBMxFPx103
Berat sampel (g)

Keterangan:
C = Konsentrasi standar asam amino
FP = Faktor pengenceran
BM = Bobot molekul asam amino

SR (%) =             x100%                       
A-B

B
Keterangan:
A= Berat sampel setelah mengembang
B= Berat sampel kering

Rendemen kolagen (%) =                                    x100%                       
Berat kering kolagen

Berat bahan baku basah
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Analisis zeta potensial (Tan dan 
Chang 2018)

Prinsip analisis zeta potensial adalah 
mengukur kecepatan partikel bermuatan yang 
bergerak menuju elektroda melintasi larutan 
sampel dengan adanya medan listrik eksternal. 
Kolagen dilarutkan dalam akuades non ion 
pada konsentrasi 1 mg/mL. Selanjutnya 
sebanyak 1 ml larutan kolagen dipindahkan ke 
sel kapiler dan pH larutan kolagen disesuaikan 
menjadi 2 hingga 6 menggunakan 1 M asam 
nitrat atau 1 M KOH. 

Analisis data
Analisis data yang digunakan pada tahap 

karakterisasi gelembung renang ikan tuna 
meliputi uji komposisi proksimat dan asam 
amino adalah analisis secara deskriptif dengan 
hasil berupa table dan grafik. Rancangan 
percobaan yang digunakan pada proses 
ekstraksi menggunakan enzim papain dengan 
konsentrasi (0, 3.500, dan 5.000 U/g) dan 
waktu ekstraksi (36 dan 48 jam) menggunakan 
rancangan acak lengkap faktorial. Data hasil 
penelitian dianalisis dengan analisis ragam 
menggunakan perangkat SPSS 22.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Komposisi Proksimat Gelembung 
Renang Ikan Tuna 

Pengujian komposisi proksimat pada 
gelembung renang ikan tuna bertujuan untuk 
mengetahui kandungan gizi secara kasar pada 
bahan sehingga dapat diketahui kelayakan 
mutu bahan yang akan di proses menjadi 
kolagen. Komposisi proksimat gelembung 
renang ikan tuna dapat dilihat pada Table 1.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
kadar air memiliki nilai yang lebih tinggi 

dibandingkan komposisi proksimat lainnya. 
Kadar air menunjukkan hasil yang lebih 
rendah dibandingkan hasil penelitian                                        
Idrus et al. (2018) yang menggunakan bahan 
baku gelembung renang ikan tuna sirip kuning. 
Kadar air pada bahan tersusun atas air bebas 
dan air terikat secara kimia, kemudian kadar 
air yang terukur merupakan air bebas dalam 
bahan baku. Kadar air juga berpengaruh pada 
kesegaran dan daya tahan suatu bahan (Gadi 
et al. 2017). Menurut Wulandari et al. (2015) 
proses penyimpanan dalam kondisi beku juga 
dapat memengaruhi kadar air, di mana air 
terpenetrasi kedalam struktur jaringan bahan 
dan dapat menyebabkan kerusakan terhadap 
kadar protein bahan.

 Gelembung renang berfungsi untuk 
mengontrol daya apung, ruang sekresi gas, 
ruang resorpsi gas, penghasil suara dan 
aktivitas hidrostatik (Stewart dan Hughes 
2013; Sievers et al. 2021). Gelembung renang 
dilaporkan mengandung kadar protein 
kasar yang tinggi (Gonzales-Felix et al. 
2021). Protein merupakan fraksi biopolimer 
tertinggi dalam gelembung renang, 
mengindikasikan bahwa gelembung renang 
ikan tuna memiliki potensi untuk diolah dan 
dapat menjadi sumber alternatif kolagen. 
Kadar protein menunjukkan hasil yang 
lebih tinggi dibandingkan hasil penelitian                                              
Idrus et al. (2018) yang juga menggunakan 
bahan gelembung renang ikan tuna sirip 
kuning. Menurut Mustafida et al. (2019) 
bahwa kadar protein dapat bervariasi sesuai 
sumber, sumber makanan, spesies, dan bahan 
baku yang digunakan.

Analisis kadar abu merupakan analisis 
yang bertujuan untuk mengetahui komposisi 
mineral pada suatu bahan. Hasil analisis kadar 

Table 1 Chemical composition of the tuna swim bladder and several other species

Parameters
Percentage (% wb)

Thunnus sp.1 Thunnus 
albacares2

Muraenesox 
talabon3 Pangasius sp.4 Epinephelus 

fuscoguttatus 5

Protein (%) 22.69±0.01 20.27 24.74±0.75 21.47±0.47 25.88±0.00

Ash  (%) 0.44±0.01 1.24 0.27±0.03 0.51±0.05 0.15±0.01

Lipid  (%) 0.90±0.01 3.17 0.50±0.05 0.42±0.02 1.29±0.00

Moisture  (%) 74.79±0.02 76.24 73.88±0.22 74.64±0.91 71.31±0.84
Note: 1Research data, 2Idrus et al. (2018), 3Kartika et al. (2016), 4Simamora et al. (2019), 5Trilaksani et al. (2020).
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abu pada pada penelitian ini lebih rendah 
dibandingkan kadar abu gelembung renang 
ikan tuna sirip kuning (Idrus et al. 2018), 
namun masih lebih tinggi dibandingkan 
kadar abu gelembung renang ikan cunang 
(Kartika et al. 2016). Perbedaan nilai kadar 
abu dapat disebabkan oleh habitat, jenis 
spesies dan banyaknya mineral yang diserap 
oleh organisme. Menurut Upasen et al. (2019) 
kadar abu berupa kalsium, protein non 
kolagen, dan pigmen.

Kadar lemak gelembung renang ikan 
tuna menunjukkan hasil yang lebih rendah 
dibandingkan gelembung renang ikan tuna 
sirip kuning dan gelembung renang ikan 
kerapu (Idrus et al. 2018; Trilaksani et al. 2020) 
namun lebih tinggi dibandingkan gelembung 
renang ikan cunang dan gelembung 
renang ikan patin (Kartika et al. 2016;                                                                              
Simamora et al. 2019). Perbedaan kadar lemak 
dapat disebabkan oleh banyak faktor seperti 
musim, spesies, dan perbedaan kondisi 
geografis. Variasi usia dan kematangan pada 
spesies yang sama juga dapat berkontribusi 
pada perbedaan yang signifikan dalam kadar 
lemak total (Nurnadia et al. 2011).

Komposisi Asam Amino Gelembung 
Renang Ikan Tuna

Asam amino adalah blok pembangun 
dasar protein, dan berfungsi sebagai 
tumpuan nitrogen untuk senyawa misalnya 
neurotransmiter dan hormon. Komposisi 
asam amino gelembung renang ikan tuna 

dapat dilihat pada Figure 1. Berdasarkan hasil 
penelitian diketahui bahwa gelembung renang 
ikan tuna mengandung glisina sebesar 15,44 
mg/g dan prolina sebesar 8,42 mg/g serta 
alanina 13,1 mg/g. sedangkan kandungan 
asam amino hidroksiprolina sebesar 0,042 
mg/g. Asam amino berkontribusi pada 
stabilitas struktur heliks kolagen dan 
merupakan salah satu sifat utama yang 
menentukan aplikasi potensial kolagen   
(Zhao et al. 2018). Kadar hidroksiprolina 
dalam penelitian ini masih lebih rendah dari 
hasil penelitian Kaewdang et al. (2014) yang 
juga menggunakan bahan gelembung renang 
ikan tuna yaitu 1,46 mg/g bahan. Perbedaan 
dalam kandungan asam amino secara total 
dan hidroksiprolina berhubungan dengan 
jenis ikan dan berkorelasi dengan suhu habitat 
jenis ikan (Chen et al. 2019). Kandungan 
hidroksiprolina yang berbeda antar spesies 
berkaitan dengan spesies, lingkungan, dan 
suhu tubuh ikan. Hidroksiprolina berperan 
dalam menstabilkan struktur triple heliks 
dengan membentuk ikatan hidrogen antar 
rantai melalui gugus hidroksil (Zhang et al. 
2012; Sinthusamran et al. 2013).

Hickman et al. (2000) menyatakan bahwa 
setiap nilai yang terukur mungkin merupakan 
hasil dari rendahnya nilai inheren dari 
kandungan hidroksiprolina ikan atau adanya 
protein non kolagen. Variasi kandungan 
hidroksiprolina di antara spesies ikan terjadi 
karena perbedaan suhu tubuh dan variasi 
musim (Jeevithan et al. 2014b). Hidroksiprolina 

Figure 1 Amino acids compositions of tuna swim bladder
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berperan dalam menstabilkan struktur 
triple heliks dengan pembentukan ikatan 
hidrogen antar rantai melalui gugus hidroksil                                                        
(Kittiphattanabawon et al. 2005). Kandungan 
hidroksiprolina pada ikan yang hidup pada 
lingkungan dingin lebih rendah dibandingkan 
ikan yang hidup pada lingkungan 
hangat, karena hidroksiprolina terlibat 
dalam ikatan hidrogen antar rantai yang 
menstabilkan struktur triple heliks kolagen                                                                          
(Tabarestani et al. 2012).

Konsentrasi Protein Terlarut NaOH 
dan Ultrasonikasi

Proses isolasi kolagen dari gelembung 
renang ikan tuna diawali dengan proses 
praekstraksi dengan tujuan mengeliminasi 
kandungan protein non kolagen. Proses 
penggantian larutan NaOH setiap 2 jam 
memiliki tujuan untuk memaksimalkan 
proses praekstraksi. Konsentrasi protein 
terlarut gelembung renang ikan tuna dapat 
dilihat pada Figure 2. Konsentrasi protein non 
kolagen terlarut terus mengalami penurunan 
seiring dengan fungsi waktu perendaman. 
Hal tersebut menunjukkan bahwa protein 
non kolagen dapat dilarutkan selama 
proses praekstraksi. Setelah 22 jam waktu 
praekstraksi tidak terjadi lagi penurunan 
konsentrasi protein non kolagen.

Durasi praekstraksi dapat berbeda-beda 
sesuai dengan bahan baku yang digunakan 
seperti bahan gelembung renang ikan karper 
rumput (Ctenopharyngodon idella) selama 
36 jam (Liu et al. 2015), gelembung renang 
ikan giant croaker (Nibea japonica) selama 

24 jam (Chen et al. 2019), gelembung renang 
ikan karper kepala besar (Hypopthalmichthys 
nobilis) dan ikan karper rumput 
(Ctenopharyngodon idella) selama 36 jam 
(Hu et al. 2016). Durasi waktu praekstraksi 
yang lebih lama akan meningkatkan eliminasi 
kandungan protein non kolagen hingga 
mencapai batas waktu optimal. Berdasarkan 
hasil tersebut, penggunaan ultrasonikasi dapat 
memaksimalkan proses penghilangan protein 
non kolagen dalam gelembung renang.

Petcharat et al. (2020) menyatakan 
bahwa waktu ultrasonikasi yang lebih lama 
menghasilkan lebih banyak energi untuk 
melonggarkan matriks bahan sehingga 
memungkinkan penetrasi pelarut yang lebih 
besar ke dalam matriks bahan dan melepaskan 
komponen target. Proses praekstraksi pada 
penelitian ini dilakukan pada suhu 4°C 
dengan cara menambahkan es ke dalam 
tangki ultrasonik sehingga suhu proses 
praekstraksi dapat terjaga dan tetap stabil. 
Menurut Liu et al. (2015) penggunaan larutan 
NaOH dengan konsentrasi 0,05 dan 0,1 M 
dapat mengeliminasi kandungan protein 
non kolagen tanpa memberikan dampak 
kehilangan protein kolagen, sedangkan bila 
menggunakan konsentrasi NaOH yang lebih 
tinggi dapat berdampak pada hilangnya 
protein kolagen dalam jumlah yang cukup 
tinggi.

Gelombang ultrasonik menyebabkan 
pembentukan gelembung mikro dalam 
larutan. Saat gelembung mikro pecah dan 
menyebar yang kemudian membentuk gradien 
geser tinggi dan menyebabkan peningkatan 

Figure 2 Concentration of dissolved protein from the immersion of tuna swim bladder
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gangguan dinding sel dan fenomena ini 
kemungkinan besar memungkinkan pelarut 
menembus ke dalam bahan dan melepaskan 
komponen yang menjadi tujuan proses 
(Gulzar dan Benjakul 2018).

Ekstrak Kolagen Gelembung Renang 
Ikan Tuna

Enzim papain (EC 3.4.22.2) tergolong 
ke dalam jenis enzim proteolitik yang dapat 
ditemukan dalam lateks dan buah pepaya 
(Carica papaya). Papain merupakan proteinase 
sulfhidril yang terdiri dari rantai polipeptida 
tunggal 23 kDa dengan 212 residu asam amino 
(Wong 2018). Bugg (2004) menjelaskan bahwa 
enzim papain memiliki basis sisi aktif yang 
mengandung gugus sisteina dan histidina 
yang berfungsi menyerang ikatan amida. 
Enzim papain menyerang karbon karbonil 
rantai peptida dan melepaskan bagian N 
terminal, karena proses ini terjadi diseluruh 
rantai peptida protein maka menyebabkan 
protein menjadi pecah. Mekanisme ini 
melibatkan Sisteina-25 dan Histidina-159 
(Amri dan Mamboya 2012). Proses ekstraksi 
ini merupakan kombinasi proses asam dan 
enzimatis, di mana proses diawali dengan 
melarutkan bahan dalam larutan asam asetat 
dengan tujuan membuka struktur bahan.        
Li et al. (2013) menjelaskan bahwa pH 
antara 1 hingga 4 merupakan pH maksimum 
ekstraksi kolagen menggunakan enzim. Pada 
penelitian Ong et al. (2021) diketahui bahwa 
ekstraksi kolagen menggunakan enzim 

memberikan hasil yang lebih tinggi dalam 
kondisi asam pada kisaran pH dari 1 hingga 5 
dan menunjukkan hasil maksimum pada pH 
4. Menurut Song et al. (2014) yang melakukan 
ekstraksi kolagen dari paru-paru kura-kura 
cangkang lunak (Pelodiscus sinensis) bahwa 
pH 3 merupakan pH maksimum ekstraksi 
menggunakan enzim papain. Penentuan 
perlakuan terpilih dari kombinasi perlakuan 
konsentrasi enzim papain dan waktu ekstraksi 
berdasarkan parameter derajat pengembangan 
kolagen kering. Hasil pengujian derajat 
pengembangan kolagen kering dapat dilihat 
pada Figure 3.

Hasil uji derajat pengembangan 
menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi 
enzim 5.000 U/g menghasilkan derajat 
pengembangan kolagen tertinggi 
dibandingkan perlakuan lainnya. Kombinasi 
perlakuan perbedaan konsentrasi enzim dan 
waktu ekstraksi tidak berbeda nyata (p>0,05), 
oleh karena itu perlakuan konsentrasi enzim 
5.000 U/g dengan waktu ekstraksi 36 jam 
dipilih sebagai perlakuan terbaik. Waktu 
ekstraksi 36 jam dengan konsentrasi enzim 
5.000 U/g merupakan waktu yang lebih singkat 
dan efisien serta optimal dalam menghasilkan 
derajat pengembangan kolagen yang setara 
dengan waktu ekstraksi 48 jam. Kemampuan 
mengembang kolagen kering yang tinggi 
dapat disebabkan karena adanya interaksi 
ikatan hidrogen yang lebih banyak sebagai 
akibat dari interaksi kolagen dan air (Ng et al. 
2020). Peningkatan pembengkakan kolagen 

Figure 3 Swelling degree of tuna swim bladder collagen with a combination of the papain enzyme 
concentration and soaking time. Soaking time for 36 hours (    ) and soaking for 48 
hours (    ). 
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dapat disebabkan oleh rusaknya jaringan 
retikuler dan jaringan elastin dengan cara 
memutus interaksi antarmolekul dan ikatan 
hidrogen yang berdampak pada berkurangnya 
kohesi molekul protein yang terdapat 
pada kolagen. Hasil dari interaksi tersebut 
ditunjukkan dengan adanya peningkatan 
berat pada kolagen setelah direndam dengan 
jangka waktu tertentu. Tingginya derajat 
pengembangan kolagen juga mengindikasikan 
semakin banyak ruang dalam fibril kolagen 
yang memungkinkan penyerapan larutan 
(Suparno dan Prasetyo 2019).

Kemampuan menyerap cairan yang 
tinggi mengacu pada peningkatan daya 
basah perancah, semakin banyak cairan 
yang dapat diserap perancah, maka semakin 
baik dan menggambarkan bahwa struktur 
perancah cukup berpori serta adanya 
retensi air dari serat kolagen (Haaparanta 
et al. 2008; Cheng et al. 2017). Perbedaan 
kemampuan mengembang kolagen juga 
dapat disebabkan perbedaan ukuran, bentuk, 
keseimbangan hidrofilik-hidrofobik asam 
amino yang terdapat dalam molekul protein 
dan faktor fisikokimia misalnya suhu, derajat 
keasaman, dan kekuatan ion (Kim dan Park 
2004). Kapasitas pengikatan air tergantung 
pada jumlah residu hidrofilik yang terdapat 
dalam kolagen (Pan et al. 2018). Kemampuan 
menyerap air yang tinggi pada kolagen 
gelembung renang ikan tuna berkaitan 
dengan jumlah komponen asam amino polar 
yang lebih tinggi pada kolagen yang memiliki 
kemampuan membentuk ikatan hidrogen 
dengan air (Hou et al. 2012).

Rendemen
Pengukuran nilai rendemen bertujuan 

untuk mengetahui efektivitas transformasi 
suatu bahan untuk diubah menjadi produk. 
Rendemen kolagen dapat ditentukan dengan 
perhitungan dari perbandingan berat kering 
kolagen dengan berat basah awal gelembung 
renang. Rendemen kolagen gelembung renang 
ikan tuna yang diperoleh sebesar 7,01±0,4%. 
Hasil rendemen pada penelitian masih 
lebih tinggi dibandingkan hasil penelitian                                                                                     
Hadinoto et al. (2019) yakni sebesar 1,15%. 
Rendemen kolagen gelembung renang 
ikan tuna yang diisolasi menggunakan 

enzim menghasilkan nilai yang lebih tinggi 
dibandingkan kolagen larut asam dari 
gelembung renang ikan tuna madidihang.

Perbedaan nilai rendemen dapat 
dipengaruhi oleh kadar protein pada bahan, 
kondisi saat proses praekstraksi dan metode 
ekstraksi yang berbeda (Astiana et al. 2016). 
Prastyo et al. (2020) menyatakan bahwa 
rendemen dapat dipengaruhi oleh adanya 
proses polikondensasi -CHO pada terminal 
peptida atau antarmolekul ikatan silang pada 
kolagen yang menyebabkan berkurangnya 
kelarutan kolagen pada saat kondisi asam.

Perbedaan nilai rendemen juga 
dapat dipengaruhi oleh berbagai ikatan 
silang fibril kolagen dalam bahan baku.                                                                                                           
Kaewdang et al. (2014) menyatakan bahwa 
gelembung renang ikan T. albacares memiliki 
proporsi ikatan silang yang tinggi sehingga 
menyebabkan ekstraksi atau pelarutan kolagen 
yang lebih rendah sehingga penggunaan 
enzim dapat membantu pembelahan ikatan 
silang tersebut. Penggunaan enzim papain 
dalam proses ekstraksi juga berperan 
dalam meningkatkan rendemen kolagen. 
Penggunaan enzim papain akan memutus 
rantai polipeptida pada daerah tertentu 
tanpa merusak integritas struktur triple 
heliks kolagen sehingga dapat meningkatkan 
efisiensi proses ekstraksi dan persentase nilai 
rendemen.

Asam Amino Kolagen Gelembung 
Renang Ikan Tuna

Asam amino berkontribusi pada stabilitas 
struktur heliks kolagen dan integritas 
struktural serta merupakan salah satu sifat 
utama yang menentukan aplikasi potensialnya 
(Zhao et al. 2018).

Asam amino yang paling dominan 
dalam kolagen gelembung renang ikan tuna 
adalah glisina, arginina, dan prolina. Glisina 
adalah asam amino yang paling dominan 
pada kolagen, seluruh tipe kolagen ditandai 
dengan adanya pengulangan tripeptida 
(Gly-X-Y), Gly adalah glisina, X adalah 
prolina dan Y adalah hidroksiprolina yang 
berperan dalam pembentukan struktur 
tripel heliks  (Muyonga et al. 2004). Hasil 
penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian                                                                      
Kaewdang et al. (2014) yang mengisolasi 
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kolagen dari gelembung renang ikan tuna 
madidihang dengan komposisi asam 
amino yang paling dominan yakni glisina. 
Glisina adalah asam amino kunci dalam 
mempertahankan struktur α-heliks molekul 
kolagen (Sotelo et al. 2016). Zaelani et al. 
(2019) menyatakan bahwa glisina juga 
berperan membentuk tiga rantai alfa heliks 
menjadi struktur super heliks. Komposisi 
asam amino kolagen gelembung renang ikan 
tuna dapat dilihat pada Table 2.

Selain asam amino glisina, terdapat 
juga asam amino arginina dan prolina yang 
komposisinya cukup tinggi pada kolagen 
gelembung renang ikan tuna. Asam amino 
prolina dan hidroksiprolina merupakan 
kunci dalam utuhnya struktur kolagen dan 
keberadaannya dalam protein kolagen dapat 
mempertahankan struktur tripel heliks 
kolagen (Nurubhasha et al. 2019). Menurut 
Hu et al. (2016) bahwa komposisi asam 
amino dapat berbeda-beda tergantung pada 

jaringan bahan dan metode isolasi yang 
berbeda. Penghilangan protein non-kolagen 
selama proses isolasi kemungkinan juga 
mengakibatkan perubahan komposisi asam 
amino antara bahan baku dan kolagen.

Kandungan asam amino tirosina dan 
histidina dapat dipengaruhi oleh penggunaan 
enzim papain karena dapat menguraikan 
ikatan antara tirosina dan histidina sehingga 
menghasilkan kandungan yang rendah 
dibandingkan asam amino jenis lainnya. 
Hal ini didukung oleh Li et al. (2020) bahwa 
penggunaan enzim dapat menguraikan 
asam amino tirosina dan histidina sehingga 
berdampak pada kandungan yang sedikit pada 
kedua jenis asam amino tersebut. Matmaroh 
et al. (2011) menambahkan bahwa perbedaan 
komposisi asam amino dapat disebabkan 
oleh penghilangan beberapa bagian wilayah 
telopeptida yang difasilitasi oleh penggunaan 
enzim.

Table 2 Amino acid composition of tuna swim bladder collagen and several other species

Amino acids

Collagen amino acid composition (mg/g)

Thunnus sp.1 
(PaSC)

Pangasius sp.2 
(PaSC)

Ctenopharyngodon 
idella3 (PSC)

Thunnus 
albacares4 (ASC)

Serine 37.02 36.29 34 50
Glutamic acid 56.90 75.34 80 97

Phenylalanine 39.03 26.86 15 22

Isoleucine 14.30 16.13 12 25

Valine 23.24 23.11 23 38

Alanine 56.70 90.02 128 102

Arginine 91.10 111.7 55 56

Glycine 190.62 276.98 340 225

Lysine 19.28 34.62 28 44

Aspartic acid 75.04 12.08 50 69

Leucine 34.21 29.1 21 47

Tyrosine 30.71 3.85 3 15

Proline 76.57 119.61 97 80

Threonine 38.30 25.19 30 42

Histidine 13.06 12.05 4 12
Note: 1Research data, 2Simamora et al. (2019), 3Liu et al. (2015), 4Kaewdang et al. (2014)
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Bobot Molekul Kolagen Gelembung 
Renang Ikan Tuna

Prinsip analisis SDS-PAGE adalah dengan 
menambahkan sampel ke denaturan protein 
yang mengandung SDS, sehingga permukaan 
molekul protein terikat dengan SDS dan 
bermuatan negatif sehingga mengurangi 
perbedaan muatan antarmolekul protein. 
Pergerakan dan distribusi protein dipengaruhi 
oleh ukuran dan bentuk berat molekul 
protein, apabila berat molekul semakin besar, 
maka semakin lambat gerakannya. Jika berat 
molekul kecil maka pergerakannya semakin 
cepat (Li et al. 2020). Hasil pengujian bobot 
molekul kolagen gelembung renang ikan tuna 
dapat dilihat pada Figure 4.

Kolagen gelembung renang ikan tuna 
pada penelitian ini memiliki pita protein 
rantai α1 sebesar 117 kDa, rantai α2 sebesar 
107 kDa dan rantai β sebesar 244 kDa yang 
merupakan penciri kolagen tipe I. Menurut  
Yu et al. (2018) bahwa kolagen tipe I 
merupakan kolagen utama yang ditemukan 
dalam produk hasil samping ikan dicirikan 
dengan keberadaan rantai α1, α2 dan β. 
Hasil tersebut mendekati hasil penelitian                                                               
Zhang et al. (2011) yang mengisolasi kolagen 
dari sisik ikan air tawar dengan bobot molekul 
pita rantai α1 sebesar 117,3 kDa dan pita 
rantai α2 sebesar 107,4 kDa. Namun hasil 
ini masih lebih rendah dibandingkan bobot 
molekul kolagen gelembung renang ikan tuna 
madidihang dengan metode ekstraksi asam 
dengan hasil rantai α1 sebesar 131,346 kDa, 
rantai α2 sebesar 120,440 kDa (Hadinoto et al. 
2019). 

Keberadaan rantai β pada kolagen 
gelembung renang ikan tuna menunjukkan 
bahwa kolagen mengandung ikatan silang 
antarmolekul. Ikatan silang rantai yang 
berdekatan dapat menjadi dimer atau rantai β, 
sehingga dapat menghambat pelipatan protein 
kolagen yang tepat untuk menjadi konformasi 
triple heliks (Carvalho et al. 2018). Intensitas 
pita rantai β pada kolagen gelembung renang 
ikan tuna sangat lemah sedangkan pita 
rantai α1 dan α2 sangat jelas terlihat, hal ini 
dapat disebabkan oleh hancurnya ikatan 
silang intra dan antarmolekul kolagen oleh 
penambahan enzim, rantai β terdegradasi 
menjadi rantai α (Cheng et al. 2017).                                                                                                       
Jamilah et al. (2013) menyatakan bahwa 
enzim papain menunjukkan reaksi hidrolitik 
yang lebih kuat terhadap matriks kolagen 
yang membelah peptida tidak hanya pada 
bagian telopeptida namun juga didalam 
tropokolagen. Menurut Rifqi et al. (2020) 
bahwa hasil bobot molekul yang rendah 
berkorelasi dengan adanya penambahan enzim 
karena pada saat proses ekstraksi protein akan 
terpecah menjadi peptida yang lebih pendek 
sehingga akan menurunkan berat molekulnya.                                                                          
Blanco et al. (2019) menyatakan bahwa 
kolagen dengan bobot molekul yang rendah 
dapat disebabkan oleh kondisi proses isolasi 
seperti suhu, waktu dan konsentrasi asam 
yang digunakan.

Zeta Potensial Kolagen Gelembung 
Renang Ikan Tuna 

Nilai zeta potensial yang tinggi akan 
memberikan stabilitas yang tinggi pada 
kolagen untuk menahan agregasi. Sebaliknya, 
jika nilai zeta potensial kecil atau mendekati 
nol, memungkinkan adanya gaya tarik menarik 
yang lebih besar daripada gaya tolak-menolak 
dan dispersi dapat membentuk agregat (Tan 
dan Chang 2018). Hasil pengukuran nilai zeta 
potensial kolagen gelembung renang ikan 
tuna dapat dilihat pada Figure 5.

Nilai zeta potensial kolagen gelembung 
renang ikan tuna sebesar 0,496 mV, hasil ini 
masih lebih besar dibandingkan hasil Ivanova 
dan Petrova (2019) yakni -35 mV. Hasil 
pengujian nilai zeta potensial pada kolagen 
dari gelembung renang ikan tuna bernilai 
nol karena berada pada titik isoelektrik 

Figure 4 Protein pattern: (A) marker, (B) tuna 
swim bladder collagen
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kolagen yang berkaitan dengan kandungan 
asam amino yang bersifat asam seperti asam 
glutamat dan asam aspartat. Hal ini sesuai 
dengan hasil penelitian Ali et al. (2017) bahwa 
muatan bersih nol pada kolagen dari sisik 
ikan temoleh (Probarbus jullieni) menjadi titik 
isoelektrik yang berkorelasi dengan tingginya 
kandungan gugus karboksilat terutama dari 
asam amino asam misalnya asam glutamat 
dan asam aspartat. Menurut Upasen et al. 
(2019) bahwa molekul protein dalam sistem 
berair memiliki muatan bersih nol, muatan 
permukaan bersih kolagen yang diekstraksi 
dari sisik kerapu (Epinephelus lanceolatus) 
pada waktu ekstraksi yang berbeda adalah 
nol pada pH kisaran sekitar 3,2-4,0 yang 
mendekati pH berbagai jenis kolagen.

Nilai zeta potensial 0 hingga ±5 mV 
menggambarkan bahwa kolagen mengalami 
flokulasi. Pada kondisi pH mendekati titik 
isoelektrik, molekul kolagen menjadi tidak 
stabil dan cenderung menggumpal atau 
berflokulasi karena terjadi peningkatan 
interaksi hidrofobik antar molekul kolagen 
(Ahmad et al. 2016). Menurut Hong et al. 
(2017) bahwa partikel pada titik isoelektriknya 
sangat rentan terhadap aglomerasi karena 
tolakan elektrostatik tidak cukup untuk 
mengatasi gaya tarik-menarik dari interaksi 
hidrofobik antar partikel. 

Nilai zeta potensial yang setara dengan 
nol juga mewakili titik isoelektrik kolagen, 
di mana pada titik ini kolagen cenderung 
bersifat hidrofobik, padat dan kurang stabil 
dikarenakan tidak adanya gaya tolak menolak 
antar partikel yang berdampak pada hilangnya 
interaksi dengan pelarut dan endapan 
(Oliveira et al. 2021). Menurut Chen et al. 

(2016) bahwa nilai titik isoelektrik kolagen 
dapat berbeda beda karena berbagai urutan 
asam amino dan sebaran residu asam amino. 
Li et al. (2020) menyatakan bahwa secara 
umum titik isoelektrik kolagen dari berbagai 
organisme dapat berbeda-beda karena adanya 
perbedaan komposisi asam amino.

KESIMPULAN
Pemanfaatan ultrasonikasi dalam 

penurunan kadar protein nonkolagen 
dalam gelembung renang dapat membantu 
memaksimalkan proses praekstraksi. 
Kolagen gelembung renang ikan tuna yang 
diekstrak menggunakan enzim papain 
dengan konsentrasi 5.000 U/g selama 36 
jam merupakan perlakuan terpilih dalam 
menghasilkan kolagen yang bermutu dengan 
ciri ciri rendemen yang cukup tinggi, adanya 
asam amino penyusun kolagen dan pita 
protein penciri kolagen. 
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