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Abstrak 

Gelatin adalah produk alami yang diperoleh dari hidrolisis parsial kolagen. Sifat 

gelatin dipengaruhi oleh crosslink pada kolagen, di mana perbedaan crosslink dipengaruhi 

oleh profil asam amino dan gugus fungsi. Gelatin dari kulit ikan patin (GKIP) berpotensial 

sebagai bahan baku gelatin halal. Namun, GKIP memiliki kandungan prolin dan 

hidroksiprolin yang rendah sehingga ikatan silang yang terbentuk sedikit dan mengakibatkan 

film gelatin mudah lembek. Penambahan Transglutaminase (TGA) dapat mengkatalis ikatan 

silang antara glutamin dan lisin dalam protein sehingga sifat fisik gelatin lebih baik. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan TGA terhadap gugus 

fungsi dan profil asam amino pada gelatin kulit ikan patin. Kulit ikan patin diekstraksi 

dengan pre-treatment asam dan basa untuk memperoleh kolagen, kemudian didenaturasi 

menjadi gelatin, dan ditambahkan TGA 0,01, 0,05 gr dan tanpa TGA. Analisis gugus fungsi 

gelatin dilakukan dengan menggunakan FTIR (Fourier Transform Infrared) dan profil asam 

amino dilakukan dengan TLC (Thin Layer Chromatography). Hasil menunjukkan bahwa 

analisis gugus fungsi GKIP tanpa TGA, dengan penambahan TGA 0,01 dan 0,05 gr memiliki 

bilangan gelombang pada daerah serapan Amida A, I, II, dan III, namun bilangan gelombang 

pada daerah serapan Amida B hanya dimiliki oleh gelatin dengan penambahan TGA 0,05. 

Selain itu, GKIP TGA 0,01 memiliki lebih banyak puncak serapan dengan amplitudo yang 

tinggi. Pada ketiga sampel GKIP mengandung gugus fungsi O-H, N-H, C=O, C-N. Analisis 

profil asam amino menunjukkan bahwa asam amino yang muncul pada GKIP kontrol (18 

asam amino), GKIP TGA 0,01 (8 asam amino), sedangkan pada GKIP TGA 0,05 profil asam 

amino tidak teramati pada uji TLC. 

Kata kunci: Asam amino, FT-IR, Gelatin Kulit Ikan Patin, Gugus Fungsi, 

Transglutaminase. 
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Abstract 

Gelatin is a natural product obtained from the partial hydrolysis of collagen. Gelatin 

properties are influenced by crosslinks in collagen, where the crosslinks differences are 

influenced by amino acid profiles and functional groups. Striped catfish skin gelatin (GKIP) 

has the potential as a raw material for halal gelatin. However, GKIP has a low content of 

proline and hydroxyproline so the cross-links formed are few and cause the gelatin film has 

a mushy texture. The addition of Transglutaminase (TGA) can catalyze cross-linking 

between glutamine and lysine so the physical properties of gelatin are better. This study aims 

to determine the effect of the addition of TGA on functional groups and amino acid profiles 

in striped catfish skin gelatin. Striped catfish skin was extracted with acid and base pre-

treatment to obtain collagen, then denatured into gelatin, and added TGA 0.01, 0.05 g and 

without TGA. The functional group analysis of gelatin was performed using FTIR (Fourier 

Transform Infrared) and the amino acid profile was performed using TLC (Thin-Layer 

Chromatography). The results showed that the analysis of the GKIP functional group without 

TGA, with the addition of TGA 0.01 and 0.05 gr have wave numbers in the Amide A, I, II, 

and III absorption regions, but the wave number in the Amide B absorption region was only 

in gelatin TGA 0.05. In addition, GKIP TGA 0.01 has more absorption peaks with high 

amplitude. The three GKIP samples contained functional groups O-H, N-H, C=O, C-N. 

Amino acid profile analysis showed that the GKIP control had 18 amino acids, GKIP TGA 

0.01 (8 amino acids), while for GKIP TGA 0.05, no amino acid profile was observed in the 

TLC assay.  

Keywords: Amino acids, FT-IR, Functional Groups, Striped Catfish Skin Gelatin, 

Transglutaminase. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Gelatin adalah produk parsial hidrolisis kolagen yang larut dalam air, bersifat thermo-

reversible, dan hidrokoloid multi fungsi (Said, 2020). Gelatin diturunkan dari kolagen pada 

tulang, kulit, dan jaringan lain dengan menggunakan asam, basa maupun enzimatik (Aprizal 

et al., 2019). Gelatin yang berasal dari kolagen, memiliki kandungan asam amino glisin 

sebesar 33% dan prolin sebesar 22% (Said, 2020). Gelatin banyak dimanfaatkan dalam 

industri farmasi (pembuatan kapsul), industri pangan, dan non pangan (Said et al., 2011). 

Gelatin komersial yang dipasarkan didominasi oleh gelatin yang berasal dari kulit sapi 

(29,4%), tulang sapi (23,1%), kulit babi (46%), dan sumber lain (1,5%) (Apri et al., 2017; 

Huang et al., 2019), dikarenakan ada beberapa agama yang melarang konsumsi gelatin dari 

mamalia serta berkaitan dengan masalah kesehatan seperti penyakit Bovine Spongiform 

Enchelopathy/ BSE (yang umumnya dikenal dengan penyakit sapi gila yaitu gangguan 

neurologis progresif pada sapi yang disebabkan oleh infeksi) dan alergi pada produk babi 

dan sapi (Kamer et al., 2019). Sehingga diperlukan penganti bahan dasar gelatin dari 

mamalia. 

Gelatin dari ikan menjadi salah satu alternatif yang sedang dikembangkan dan memiliki 

prospek yang menjanjikan. Data Kementrian Kelautan dan Perikanan (2020) menyatakan 

bahwa konsumsi ikan nasional pada tahun 2020 sebesar 56,39 kg/kapita dan setiap tahun 

mengalami peningkatan. Salah satu ikan yang saat ini mengalami peningkatan dalam 

produksinya adalah ikan patin (Pangasius hypophthalmus). Peningkatan konsumsi ikan 

patin sebagai ikan filet, menimbulkan banyaknya limbah misalnya kulit dan tulang. Kulit 

menyumbang 30% dari total limbah pengelolahan ikan (Kumar et al., 2017; Sptijah et al., 

2018). Kulit ikan patin dapat dijadikan bahan dasar pembuatan gelatin karena mengandung 

banyak kolagen. Konsentrasi protein pada ikan patin lebih tinggi dibandingkan dengan 

beberapa jenis ikan lainnya (Mahmud et al., 2009). Namun gelatin pada ikan memiliki 

keterbatasan yaitu kadar prolin dan hidroksiprolin yang lebih rendah daripada gelatin yang 

berasal dari mamalia, sehingga akan mempengaruhi struktur gelatin (Siburian et al., 2020). 

Gelatin dengan kualitas rendah dapat diperbaiki dengan penambahan enzim 

Transglutaminase. Enzim ini terbukti yang paling efektif untuk meningkatkan karakteristik 

biopolimer gelatin dengan berperan sebagai katalis reaksi pertukaran gugus acyl membentuk 

ikatan silang kovalen antara grup amide dari glutamin dengan grup amino dari lisin (Erwanto 

et al., 2014). Penelitian yang dilakukan oleh Bertani et al. (2006); Kuwahara et al. (2010); 

dan Wulandari et al. (2016) menyebutkan bahwa penambahan TGA dapat meningkatkan 
kandungan protein dan memperbanyak ikatan silang sehingga dengan adanya penambahan 

TG-ase gelatin akan memiliki matriks yang padat daripada tanpa penambahan TG-ase 

sebagai hasil dari adanya ikatan silang protein serta akan memperbaiki sifat reologi dari 

gelatin tersebut. 

Kandungan asam amino juga turut menentukan gugus fungsional gelatin, di mana gugus 

fungsi gelatin akan menunjukkan reaktivitas molekul-molekul serta struktur molekul asam 

amino yang sebagai penyusun gelatin (Amertaningtyas et al., 2017). Penambahan TGA 

dapat mengkatalis ikatan silang antara glutamin dan lisin dalam protein sehingga akan 

membentuk polimer yang lebih stabil. FTIR digunakan untuk melihat gugus fungsi yang ada 

pada sampel gelatin. Gelatin seperti pada umumnya protein memiliki struktur yang terdiri 

dari gugus hidroksil (-OH), gugus karbonil (C=O), gugus amina (N-H), gugus alkana (C-H), 



 
 

2 
 

dan gugus nitril (C-N). Gugus OH yang muncul pada spektrum FTIR menandakan adanya 

asam amino hidroksiprolin yang merupakan penyusun utama gelatin (Nurlela et al., 2021). 

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi dan profil asam 

amino pada gelatin kulit ikan patin dengan penambahan TGA melalui metode Fourier 

Transform Infrared (FTIR) untuk gugus fungsi dan Thin-Layer Chromatography (TLC) 

untuk profil asam aminonya. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang di atas, maka dapat disimpulkan bahwa rumusan masalah 

dari penelitian ini yaitu bagaimana pengaruh penambahan Transglutaminase terhadap gugus 

fungsi dan profil asam amino dengan menggunakan metode FTIR dan TLC pada gelatin 

kulit ikan patin (Pangasius hypophthalmus).  

 

1.3 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:  

1. Ekstraksi kulit ikan patin menggunakan metode asam-basa menurut Hidayati et al. (2021) 

2. Kulit ikan patin (Pangasius hypophthalmus) yang digunakan merupakan produk samping 

industri filet ikan patin 

3. Analisis Gugus Fungsi menggunakan FTIR (Fourier Transform Infrared) dan Analisis 

profil asam amino dilakukan dengan TLC (Thin-Layer Chromatography) 

 

1.4 Tujuan 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan TGA terhadap gugus 

fungsi dan profil asam amino dengan menggunakan FTIR dan TLC pada gelatin kulit ikan 

patin (Pangasius hypophthalmus). 

 

1.5 Manfaat  

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi dalam proses memaksimalkan produk 

gelatin halal dengan menyediakan formulasi bahan kimia, penambahan TGA yang optimal 

untuk gelatin kulit ikan patin, serta memberikan informasi tentang pengaruh penambahan 

TGA terhadap gugus fungsi dan profil asam amino dari kulit ikan patin bagi para peneliti 

dalam pengembangan studi selanjutnya. 
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  BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Ikan Patin (Pangasius hypophthalmus) 

Ikan patin (Pangasius hypophthalmus) merupakan salah satu komoditas ikan konsumsi 

air tawar yang bernilai ekonomis penting karena memiliki pertumbuhan yang cepat, mudah 

dibudidayakan dan dapat dipelihara dengan kandungan oksigen yang rendah (Savitri et al., 

2015). 

Ikan patin (Pangasius hypophthalmus) merupakan ikan istimewa, karena selain sebagai 

ikan konsumsi yang tergolong mewah, ikan patin juga digunakan sebagai ikan hias. Pada 

saat masih berukuran kecil (5-12 cm), ikan patin banyak dipelihara sebagai ikan hias. 

Sebagai ikan konsumsi, ikan patin mempunyai nilai ekonomis yang termasuk tinggi. Ikan 

patin memiliki daging yang rendah sodium sehingga sangat cocok bagi orang yang diet 

garam mudah dicerna oleh usus serta mengandung kalsium, zat besi dan mineral yang sangat 

baik untuk kesehatan. Kandungan gizi ikan patin adalah kandungan 68,6% protein, 5,8% 

lemak, 3,5% abu dan 51,3% air (Komriyah et al., 2009). Dalam penelitian ini digunakan ikan 

patin jenis jambal siam atau Pangasius hypophthalmus atau punya nama lain yaitu 

Pangasius sutchii (FAO, 2009). 

 

Klasifikasi dari ikan patin menurut Myers et al. (2020), adalah sebagai berikut,  

Kingdom : Animalia 

Filum : Chordata 

Kelas : Actinopterygii 

Ordo : Siluriformes  

Famili  : Pangasiidae 

Genus : Pangasius 

Spesies : Pangasius hypopthalmus  

 

Ikan patin bersifat nokturnal karena aktivitasnya dilakukan di malam hari. Selain itu, 

ikan patin suka bersembunyi di dalam liang-liang di tepi sungai (Suhara, 2019).  Ikan Patin 

tergolong dalam ikan catfish. Ikan catfish (Siluriformes) kebanyakan hidup di perairan tawar 

tetapi beberapa famili (Plotosidae dan Ariidae) dapat ditemukan di muara-muara sungai dan 

laut. Ikan catfish merupakan ikan yang memiliki sungut di bagian mulutnya. Kelompok ikan 

ini terdiri dari 106 spesies yang dikelompokkan ke dalam 35 genus dan 12 famili, yaitu 

Bagridae, Siluridae, Schilbidae, Pangasiidae, Akysidae, Parakysidae, Sisoridae, Clariidae, 

Chacidae, Ariidae, Plotosidae dan Loricariidae. Spesies dari famili Bagridae yang memiliki 

nilai ekonomis tinggi seperti ikan baung (Mystus nemurus), baung pisang (Mystus 

micracanthus), ingir-ingir (Mystus nigriceps) dan baung geso (Mystus wyckii) (Nelson, 

2006). 

Perbedaan ikan patin dengan ikan catfish lainnya misalnya pada spesies dari famili 

Bagridae yang memiliki nilai ekonomis tinggi seperti ikan baung (Mystus nemurus), baung 

pisang (Mystus micracanthus), ingir-ingir (Mystus nigriceps) dan baung geso (Mystus 

wyckii) (Nelson, 2006) umumnya sifat ikan patin yang termasuk omnivora atau golongan 

ikan pemakan segalanya (Suhara, 2019). Benih patin di alam biasanya bergerombol dan 

sesekali muncul di permukaan air untuk menghirup oksigen langsung dari udara pada saat 

menjelang fajar. Untuk budidaya ikan patin, media atau lingkungan yang dibutuhkan 

tidaklah rumit, karena patin termasuk golongan ikan yang mampu bertahan pada lingkungan 

perairan yang buruk. Walaupun patin dikenal ikan yang mampu hidup pada lingkungan 

http://id.wikipedia.org/wiki/Actinopterygii
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perairan yang jelek, namun ikan ini lebih menyukai perairan dengan kondisi perairan baik 

(Suhara, 2019). 

2.1.1 Morfologi Ikan Patin 

Ikan patin mempunyai bentuk tubuh memanjang dan berwarna putih perak dengan 

punggung bewarna kebiruan. Ikan patin tidak memiliki sisik, kepala ikan relatif kecil dengan 

mulut terletak di ujung kepala agak ke bawah dan termasuk dalam ciri khas catfish (Suhara, 

2019). 

Ikan patin merupakan famili dari Pangasidae yang banyak ditemukan di Indonesia. Ikan 

patin memerlukan habitat dengan air yang mengalir. Morfologi ikan patin dicirikan dengan 

berwarna putih seperti perak dengan bagian punggung berwarna kebiru-biruan, dengan 

panjang tubuh mencapai 12 cm, dengan kepala ikan patin relatif kecil dengan bagian bukaan 

mulut di ujung kepala di bagian sebelah bawah. Di sudut mulut terdapat dua pasang kumis 

yang berfungsi sebagai peraba (Ghufran, 2010). 

 

 

Gambar 2.1 (A) Pengukuran Morfometrik Tradisional untuk Pangasius hypopthalmus. 1 = 

Panjang keseluruhan; 2=Jarak pra punggung; 3 = panjang kepala; 4 = jarak pra-panggul; 5 

= panggul tinggi; 6 = tinggi badan; 7 = jarak pra-pektoral; 8 = jarak pra-anal; 9 = panjang 

standar; 10 = Sirip dubur panjang; 11=Panjang sirip punggung; 12 = Tinggi sirip ekor; 13 = 

Kedalaman pangkal ekor; 14 = Panjang sirip ekor. (B) Morfologi Pangasius hypopthalmus 

: 1. moncong, 2. asal sirip punggung, 3. ujung belakang sirip punggung, 4. perlekatan 

punggung sirip ekor ke ekor, 5. perlekatan ventral sirip ekor ke ekor, 6. ujung posterior sirip 

dubur, 7. pangkal sirip dubur, 8. asal sirip panggul, 9. pangkal sirip dada dan 10. titik 

posterior mata (Okomoda et al., 2018).  

(B) 

(A) 
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2.1.2 Potensi Ikan Patin 

Pada awalnya ikan patin hanya diperoleh dari hasil tangkapan di alam, lalu dengan 

adanya penangkapan secara terus menerus oleh masyarakat, maka akan berpengaruh 

terhadap kelestarian ikan patin. Untuk menjaga keberadaan ikan patin maka dilakukan upaya 

budidaya, dengan tujuan bisa memenuhi kebutuhan masyarakat. Saat ini ikan patin 

(Pangasius sp.) telah berhasil didomestikasi dan dibudidayakan secara intensif dengan 

penebaran yang tinggi dan penggunaan air yang minimal. Selama ini waktu reproduksi ikan 

patin di alam dipengaruhi oleh musim, umumnya terjadi pada musim hujan, sedangkan pada 

saat musim kemarau sulit di dapatkan induk betina ikan patin dengan gonad yang matang 

atau belum siap bereproduksi (Sipahutar, 2019). 

Ikan patin merupakan ikan yang penting dalam budidaya perairan atau akuakultur dunia. 

Departemen Perikanan dan Akuakultur FAO (Food and Agriculture Organization) 

menempatkan patin di urutan keempat setelah udang, salmon, dan nila sebagai contoh sukses 

perikanan budidaya dunia. Ikan patin memiliki kandungan protein yang tinggi dan kolesterol 

yang rendah. Patin mengandung protein 68,6%, lemak 5,86%, abu 3,5%, dan air 59,3% 

(Ghufron dan Kordi, 2012). 

Konsentrasi protein pada ikan patin lebih tinggi dibandingkan dengan beberapa jenis 

ikan lainnya, termasuk didalamnya ikan yang memiliki konsentrasi protein yang tinggi. 

Kandungan protein ikan patin jika dibandingkan dengan ikan lainnya dapat dilihat pada 

Tabel 2.1 : 

 

Tabel 2. 1 Konsentrasi Protein pada Beberapa Jenis Ikan 

Ikan Protein (%) 

Ikan Patin 17,0 

Ikan Gabus 16,2 

Ikan Mas 16,0 

Ikan Tongkol 13,7 

Ikan Sepat 15,2 

Ikan Tuna 14,3 

Ikan Teri 10,3 

(Mahmud et al., 2009) 

 

Selain itu sumber kolagen yang paling banyak di pasaran berasal dari kulit dan tulang 

sapi ataupun babi. Menurut Voutila (2009) kandungan kolagen dari sapi mengandung sedikit 

lebih banyak kolagen daripada babi, ayam, dan kalkun. Kandungan kolagen otot paling 

tinggi ada pada hewan muda (sapi dan babi) dan menurun seiring bertambahnya usia hewan. 

Kolagen pada sapi dengan umur 12-17 bulan sebesar 9,4 mg/g, untuk kolagen pada babi 

dengan umur 17-19 bulan memiliki kolagen sebesar 7,0 mg/g, untuk ayam dengan umur 1-

2 tahun memiliki kandungan kolagen 6,5 mg/g, dan pada kalkun dengan dengan umur 112 

hari memiliki kandungan kolagen 5,8 mg/g. Namun, untuk gelatin dengan bahan dasar 

mamalia masih diragukan keamanan dan kehalalannya, sehingga diperlukan alternatif 

sumber kolagen yang aman serta halal. Ikan merupakan salah satu biota perairan yang 

menjadi sumber kolagen, kulit ikan yang di fillet dari perusahaan industri atau pabrik fillet 
dianggap menjadi limbah. Kulit ikan memiliki 50% protein ekstra-seluler. Di mana kulit 

ikan patin menjadi salah satu sumber kolagen (Sptijah et al., 2018). 

 

2.2 Kolagen 

Kulit ikan patin merupakan salah satu limbah hasil perairan yang dapat digunakan 

sebagai sumber alternatif kolagen (Suptijah et al., 2018). Kulit atau integumen merupakan 
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bagian yang menutupi bagian eksternal tubuh (Mescher, 2016). Kulit terdiri dari tiga lapisan, 

yaitu epidermis, dermis, dan hipodermis. Kulit tersusun dari beberapa lapisan, yang pertama 

adalah Epidermis di mana pada epidermis memiliki 5 lapisan yaitu Stratum basal 

(germinativum), Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lusidum, dan Stratum 

korneum. Stratum spongiosum merupakan bagian yang lebih tebal dan berada pada basal 

epidermis, terdapat serat kolagen dan retikuler, sel saraf, kapiler, fibroblast, dan sel pigmen. 

Stratum compactum merupakan bagian yang lebih berkembang dibanding stratum 

spongiosum dan disusun oleh sekumpulan serat kolagen yang tersusun padat pada 

permukaan kulit. Lapisan yang kedua adalah Dermis, di mana terdapat sel-sel didalamnya 

meliputi Fibroblas, Sel mononuklear, Limfosit, Sel Langerhans dan sel dermal dendritik, Sel 

mast, Sel merkel. Lapisan ketiga ada Hipodermis atau Subkutis di mana pada lapisan ini 

tersusun oleh jaringan ikat dan jaringan adiposa yang membentuk fascia superficial yang 

tampak secara anatomis. Hipodermis ini terdiri dari sel-sel lemak, ujung saraf tepi, pembuluh 

darah dan pembuluh getah bening (Eroschenko, 2010). Kulit adalah organ yang dinamis 

yang terus mengalami perubahan dengan terlepasnya lapisan luar dan digantikan oleh lapisan 

dalam. Ketebalan kulit juga bermacam-macam antara berbagai lokasi anatomis, jenis 

kelamin, dan usia individu (Althwab et al., 2015). Kulit memiliki peran untuk 

mempertahankan keseimbangan fisilogis antara tubuh bagian internal dengan lingkungan 

eksternal (Genten et al., 2009). Selain itu kulit juga memiliki beberapa fungsi misalnya 

sebagai pelindung, sensorik, termoregulasi, dan metabolik (Mescher, 2016). 

 

 

a 
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Gambar 2.2 (a) Histologi kulit secara umum (Elliot, 2011); (b) Histologi Penampang 

Jaringan Kulit Ikan Patin Perbesaran 100x (Hidayati et al., 2021). Keterangan gambar : SC 

: Stratum Compactum ; SS : Stratum Spongiosum ; warna biru menunjukkan adanya kolagen. 
 

Kolagen yang terdapat pada kulit ikan patin ditunjukkan dengan adanya bagian yang 

berwarna biru (Gambar 2.1b) dikarenakan pada kulit ikan patin dilakukan pewarnaan 

histologi kulit dengan menggunakan Masson trichrome (Hidayati et al., 2021). Kolagen 

merupakan komponen utama dari lapisan dermis. Secara khusus, kolagen tipe I dan tipe III 

ditemukan melimpah pada dermis (Brown and Krishnamurthy, 2021). Di dermis atau pada 

lapisan kulit tengah, kolagen membantu dalam pembentukan jaringan fibrosa sel yang 

disebut fibroblas, di mana akan menumbuhkan sel-sel baru. Selain itu kolagen juga berperan 

dalam memulihkan dan menggantikan sel-sel kulit mati. Kolagen dan komponen 

ekstraseluler seperti asam hialuronat memperkuat kulit dan memfasilitasi jangkar untuk 

epidermis melalui hemidesmosom dan komponen zona membran dasar perekat lainnya 

(Brown and Krishnamurthy, 2021). Serabut kolagen menyebar di lapisan dermis kulit, 

sedangkan pada daerah stratum spongiosum serabut kolagen lebih longgar daripada stratum 

compactum yang memiliki serabut kolagen yang sangat rapat (Andriyani et al., 2017). Pada 

stratum spongiosum yang mengarah ke bagian epidermis lapisannya relatif longgar tersusun 

atas sel pigmen dan sedikit jaringan kolagen. Stratum spongiosum terlihat lebih tipis 

daripada stratum compactum baik pada kulit dorsal dan abdomen. Pada beberapa ikan 

stratum spongiosum tidak ada sehingga stratum compactum bersentuhan langsung dengan 

lapisan basal. Stratum compactum ditemukan jaringan ikat kolagen yang tersusun teratur dan 

lebih tebal. Stratum compactum kulit bagian dorsal terlihat lebih tebal daripada abdomen. 

Stratum spongiosum dengan serabut kolagen longgar akan memungkinkan terjadinya 

gerakan dari bagian-bagian yang saling berhubungan, sedangkan stratum compactum 

dengan serabut kolagen padat akan membentuk tendon sebagai tempat pelekatan otot dengan 

tulang (Afrizan et al., 2018). 

 

b 
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Gambar 2. 3 Organisasi fibril kolagen menjadi bundel serat (Reilly and Lozano, 2021) 

 

Kumpulan fibril kolagen menjadikannya bundel serat. Rantai individu dijalin menjadi 

triple heliks. Bundel heliks rangkap tiga membentuk fibril dan fibril ini digabungkan menjadi 

serat yang lebih besar. Serat kolagen membentuk jaringan yang luas dan kuat yang 

memberikan lapisan dermis kekuatan, kekencangan dan elastisitas. Seperti yang ditunjukkan 

pada Gambar 2.3, serat kolagen biasanya memiliki struktur melingkar yang khas. Serat 

kolagen pada dasarnya terdiri dari kumpulan fibril yang lebih kecil. Fibril kolagen 

berdiameter sekitar 10 hingga 300 nm dan panjangnya beberapa mikrometer. Interaksi 

proteoglikan-kolagen secara langsung mempengaruhi deposisi serat kolagen in situ, 

meskipun penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengklarifikasi mekanisme yang terlibat. 

Interaksi protein dan GAG dengan demikian menentukan sintesis, sekresi dan pembentukan 

matriks berbasis kolagen, sedangkan keseimbangan osmotik dalam jaringan ikat ditentukan 

oleh pergantian cepat dari GAG seperti HA dan dermatan sulfat (Reilly and Lozano, 2021). 

Kolagen (C102H149N31O38) adalah protein struktural yang paling banyak tersedia, 

secara alami terjadi di jaringan ikat vertebrata. Kolagen merupakan salah satu biopolimer 

yang paling banyak digunakan pada formulasi nutraceuticals dan obat-obatan, karena 

memiliki beberapa asam amino dan terdiri dari beberapa peptida bio-aktif pada pencernaan 

enzimatik (Vijayan et al., 2018). Molekul kolagen dibentuk oleh tiga untai polipetida yang 

dinamakan rantai alfa. Ketiga heliks itu akan dijadikan satu akan membentuk heliks rangkap 

tiga yang distabilkan oleh ikatan hidrogen. Kolagen memiliki kandungan hidroksiprolin 

yang tinggi dan komposisi asam aminonya sangat berbeda dari protein khas. Urutan asam 

amino yang paling umum dalam kolagen adalah Gly-Pro-X dan GlyX-Hyp, di mana X 

adalah asam amino selain glisin (Gly), prolin (Pro) atau hidroksiprolin (Hyp) ada juga 

sejumlah variabel ikatan silang kovalen antara kolagen helik pada molekul. Serat kolagen 

merupakan kumpulan fibril, di mana serat ini adalah komponen utama matriks ektraseluler 

yng mendukung sebagian besar jaringan dan menyediakan struktur sel dari bagian luar. 

Kolagen tersebar banyak di seluruh tubuh, dan di deskripsikan dengan kolagen tipe I, II, III, 

dan IV (Berillis, 2015).  

Kolagen tipe I adalah jenis protein kolagen yang paling melimpah di dalam tubuh. 

Ditemukan di hampir setiap jaringan misalnya pada tendon, kulit, tulang, tulang rawan, 

jaringan ikat, dan gigi. Kolagen tipe I ini merupakan kolagen yang sangat kuat dan dapat 

menahan banyak tekanan tanpa putus. Kolagen tipe II merupakan kolagen yang sebagian 

besar ditemukan di tulang rawan. Kesehatan persendian bergantung pada kolagen tipe II ini, 

sehingga kolagen ini bermanfaat untuk mencegah nyeri sendi terkait usia dan gejala artritis 

berbasis struktural. Sedangkan kolagen tipe III ditemukan di samping tipe I dan di otot, 

organ, arteri, dan jenis jaringan ikat khusus yang disebut serat retikuler (sejenis jaringan 

yang menyediakan struktur untuk hati, jaringan adiposa, sumsum tulang, limpa, dan lagi). 
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Kolagen tipe III memiliki kekurangan yang telah dikaitkan dengan risiko yang lebih tinggi 

untuk pecahnya pembuluh darah dan bahkan kematian dini (Hatchard, 2021). 

Selain ketiga tipe kolagen tersebut ada tiga jenis kolagen lain yang umum ditemukan 

dalam tubuh (namun jumlahnya tidak sebanyak kolagen tipe I-III) adalah tipe IV, V, dan X. 

Kolagen tipe IV membentuk lamina basal, lapisan matriks ekstraseluler (jaringan yang 

mendukung sel) yang berada di bawah epitel. Kolagen tipe V dapat ditemukan di matriks 

tulang, kornea, dan di jaringan ikat yang ada di antara sel-sel otot, hati, paru-paru, dan 

plasenta. Kolagen Tipe X membantu pembentukan tulang baru dan tulang rawan artikular. 

Secara garis besar faktor utama yang membedakan jenis kolagen adalah peptida (rantai asam 

amino) yang digunakan untuk memproduksinya (Hatchard, 2021).  

 
 

Gambar 2. 4 Pembentukan triple helix kolagen (Berillis, 2015) 

 

Secara umum, kolagen banyak digunakan dalam bidang makanan, kosmetik, bio-medis, 

dan industri farmasi. Kolagen juga digunakan dalam makanan atau sebagai suplemen dalam 

produk nutraceutical, kolagen disini akan dihidrolisis dan akan menghasilkan ukuran peptida 

yang lebih kecil dengan berat molekul rendah. Hidrolisis enzimatik pada protein kulit ikan 

dapat meningkatkan sifat fugsional (Hartina et al., 2017). 

Kolagen memiliki karakteristik fisikokimia, diantaranya mudah diserap dalam tubuh, 

sifat antigenitas rendah, afinitas dengan air tinggi, tidak beracun, biocompatible dan 

biodegradable, relatif stabil, dapat disiapkan dalam berbagai bentuk sesuai kebutuhan, dan 

mudah dilarutkan dalam air maupun asam (Suptijah et al., 2018). 

Sumber kolagen yang paling banyak dipasaran umumnya adalah dari kulit dan tulang 

sapi bahkan babi dengan keamanan dan kehalalan yang perlu diwaspadai, sehingga ada 

alternatif baru yang aman dan halal yaitu kolagen dari biota perairan yaitu ikan. Kulit ikan 

yang di filet dari berbagai perusahaan industri atau pabrik filet ikan dianggap sebagai produk 

limbah, sehingga pemanfaatan kulit ikan sebagai sumber kolagen alternatif bisa mengurangi 

jumlah limbah industri yang dihasilkan oleh pabrik filet tersebut (Suptijah et al., 2018). 

Friess (1998) menyatakan bahwa lebih dari 50 % protein ekstra-seluler pada kulit merupakan 

kolagen.  

Salah satu kulit ikan yang berpotensi sebagai sumber kolagen adalah kulit ikan patin. 

Dari data statistik Kementerian Kelautan dan Perikanan (KKP) menunjukkan bahwa 
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produksi nasional budidaya ikan patin meningkat dari tahun ke tahun. Hal ini menunjukkan 

potensi limbah kulit ikan patin (Pangasius sp.) sebagai sumber kolagen juga akan meningkat 

(Suptijah et al., 2018). Ikan patin merupakan salah satu ikan air tawar, kulit ikan patin, terdiri 

dari 6-8% dari berat ikan, telah digunakan untuk mengekstrak gelatin, bentuk terdenaturasi 

dari kolagen. Dengan demikian, kulit ikan patin dipercaya sebagai sumber dari kolagen 

terhidrolisis (Hartina et al., 2017).  

 

2.3 Gelatin 

Gelatin (gelatos) berasal dari bahasa latin yang berarti pembekuan (Siburian et al., 2020). 

Gelatin merupakan produk turunan dari ekstraksi kolagen, tulang, dan jaringan lain dengan 

menggunakan asam, basa, atau proses enzimatik. Gelatin bisa diperoleh dengan melakukan 

denaturasi pada kolagen. Di mana pemanasan kolagen secara bertahap akan menyebabkan 

struktur yang rusak dan rantai yang terpisah. Senyawa gelatin merupakan polimer linier asam 

amino yang rantai polimer umumnya merupakan pengulangan asam amino glisin prolin-

prolin atau glisin-prolin-hidroksiprolin di mana komposisi asam amino hampir mirip dengan 

kolagen, berarti glisin sebagai asam amino utama dan sebagai 2/3 dari semua asam amino 

yang menyusunnya. Sisanya 1/3 asam amino terisi dengan prolin dan hidroksiprolin. Asam 

amino ini berikatan bersama melalui ikatan peptida dan membentuk gelatin (Aprizal et al., 

2019). Asam glutamat dan asam aspartat, yang membentuk kolagen adalah sebagian besar 

dalam bentuk amida (sekitar 35%), yang disebut glutamin dan asparagin (Siburian et al., 

2020). 

 
Gambar 2. 5 Struktur Kimia Gelatin (Siburian et al., 2020) 

 

Proses perendaman asam menghasilkan gelatin tipe A dan perendaman basa 

menghasilkan gelatin tipe B. Gelatin tipe A umumnya berasal dari kulit babi yang memiliki 

titik isoelektrik pada pH yang lebih tinggi, dari pH isoelektrik gelatin tipe B. Sedangkan 

gelatin ikan dikategorikan sebagai gelatin tipe A. Proses pembuatan gelatin yang berasal dari 

tulang dapat dilakukan juga dengan menggunakan cara asam yang lebih sederhana yang 

akhirnya juga menggeser pH isoelektrik pada sekitar 5,5 – 6,0 (Suryati et al., 2015). Dalam 

gelatin tipe B (basa), asparagin dan glutamin hampir semuanya diubah menjadi asam aspartat 

dan asam glutamat. Sementara itu, komposisi kolagen dan gelatin tipe A (asam) dari asam 

amino sangat berbeda. Ini dapat dijelaskan oleh perbedaan titik isoelektrik (IEP) dalam dua 

jenis gelatin. Titik isoelektriknya adalah pH nilai ketika molekul gelatin netral. isoelektrik 

titik gelatin tipe A pada pH 8-9, dan tipe B pada pH 4,8-5,5 (Siburian et al., 2020). 

Gelatin tidak larut dalam alkohol, aseton, karbon tetraklorida, benzena, petroleum eter, 

dan pelarut organik lain tetapi akan larut dalam air, asam, dan pelarut alkohol seperti gliserol, 

propilen glikol, sorbitol, dan manitol. Dalam kondisi tertentu, juga larut dalam campuran 

aseton-air dan alkohol-air (Oktaviani et al., 2017). Kualitas gelatin ditentukan oleh sifat fisik, 

kimia, dan fungsional yang membuat gelatin memiliki keunikan terhadap karakternya. Sifat 
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fisik dan kimia gelatin dipengaruhi oleh bahan baku, usia hewan, jenis kolagen, jenis 

jaringan, karakteristk kolagen, spesies, dan metode pembuatan. Di mana jika semakian tua 

usia hewan maka akan meningkatkan rendemen, kadar abu, dan lemak gelatin yang 

diperoleh, sedangkan penggunaan suhu tinggi dan ektraksi yang lama akan menurunkan nilai 

viskositas, kemampuan pembentukan gel, dan karakter fisik gelatin (Siburian et al., 2020; 

Oktaviani et al., 2017). 

Gelatin memiliki banyak manfaat di beberapa bidang, misalnya pada industri farmasi, 

gelatin digunakan sebagai bahan pembuat kapsul keras dan lunak, bahan penyalut tablet, 

penstabil, pengikat, dan pengemulsi. Di industri kosmetik, gelatin digunakan sebagai bahan 

penstabil, pembentuk gel, pengental, dan pengemulsi. Begitu di industri makanan, gelatin 

digunakan sebagai bahan penstabil pada pembuatan coklat, susu, marshmallow, permen, dan 

jelly (Oktaviani et al., 2017). 

Kebutuhan gelatin di Indonesia sangat luas dan sampai saat ini baru bisa terpenuhi oleh 

produk gelatin impor karena Indonesia belum mampu memproduksi gelatin dalam jumlah 

besar. Negara-negara yang memenuhi kebutuhan gelatin di Indonesia di antaranya Perancis, 

Jepang, India, Brazil, Jerman, Cina, Argentina, dan Australia (Gunawan et al., 2017).  

2.3.1 Gelatin Ikan 

Gelatin ikan merupakan protein yang diperoleh dari hidrolisis sebagian dari kolagen ikan 

(Abdelhedi et al., 2019). Pada ikan, kolagen biasanya diekstraksi dari daging, kulit, sirip, 

sisik dan limbah ikan, setelah kolagen ikan diekstraksi dapat dimurnikan untuk digunakan 

dalam kosmetik, medis, olahraga, nutrisi dan lainnya (Nining, 2020). Gelatin pada ikan 

adalah ikatan polipeptida yang dihasilkan dari hidrolisa kolagen tulang atau kulit yang ada 

turunan protein dari serta kolagen, secara fisik dan kimia sama. Dapat dikatakan juga bahwa 

gelatin adalah hasil dari denaturasi kolagen. Hidrolisa tergantung pada cross-link antara 

ikatan peptide dan grup-grup asam amino yang reaktif yang terbentuk (Agusin, 2013). 

Gelatin mengandung protein yang sangat tinggi dan rendah kadar lemaknya. Gelatin 

kering dengan kadar air 8-12% mengandung protein sekitar 84-86% Protein, lemak hampir 

tidak  ada dan 2-4% mineral. Dari 10 jenis asam amino essensial yang dibutuhkan tubuh, 

gelatin mengandung 9 jenis asam amino essensial, satu asam amino essensial yang hampir 

tidak terkandung dalam gelatin yaitu Treptophane (Hastuti et al., 2007). 

Sebagian besar gelatin komersial yang dipasarkan berasal dari kulit sapi (29,4%), tulang 

(23,1%), kulit babi (46%), dan sumber lain (1,5%) (Huang et al., 2019; Apri et al., 2017). 

Masalah baru muncul karena tidak semua gelatin impor diporduksi dari bahan dasar yang 

halal, selain karena keagamaan kolagen yang berasal dari sapi beresiko terkontaminasi 

Bovine Spongiform Encephalophaty (BSE), Transmissible Spongiform Encephalophathy 

(TSE) dan Foot And Mouth Disease (FMD). Banyak peneliti mencari alternatif lain dalam 

memenuhi kebutuhan gelatin yang bersifat imunogenisitas rendah, biokompatibel, dan 

berpotensi rendah dalam penyebab transmisi penyakit. Bahan baku yang berpotensi 

digunakan sebagai sumber kolagen untuk gelatin adalah yang berasal dari sektor perikanan 

dan kelautan (Nining, 2020). Namun gelatin pada ikan memiliki keterbatasan yaitu kadar 

prolin dan hidroksiprolin yang lebih rendah daripada gelatin yang berasal dari mamalia 

(Siburian et al., 2020). 
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Gelatin yang baik harus memenuhi standar mutu yang diberikan oleh Standar Industri 

Indonesia (SII) (Hastuti et al., 2007) 

Tabel 2. 2 Standar Mutu Gelatin Menurut SII (Hastuti et al., 2007) 

Parameter Keadaan 

Warna Tidak berwarna, kadang-kadang kuning pucat 

Bau dan Rasa Larutan Normal (dapat diterima konsumen) 

Susut pengeringan Maksimum 16% 

Kadar Abu Maksimum 3,25% 

Logam Berat Maksimum 50 mg/kg.gel 

Arsen Maksimum 2 mg/kg.gel 

Tembaga Maksimum 30 mg/kg.gel 

Seng (Zn) Maksimum 100 mg/kg bahan 

Sulfit Maksimum 1000mg/kg bahan 

 

2.3.2 Gugus Fungsional Gelatin Kulit Ikan 

Gugus fungsional dapat menunjukkan reaktivitas dan sifat-sifat suatu molekul. Gugus 

fungsional pada gelatin menunjukkan struktur dari molekul asam amino yang menyusun 

gelatin. Asam amino mengandung gugus fungsional. Gugus fungsional yang terdeteksi 

berasal dari struktur penyusun gelatin (asam amino) dan derivat materi yang digunakan 

untuk mengidentifikasi gugus fungsional pada gelatin kulit ikan patin menggunakan metode 

FTIR (Fourier Transform Infrared) dan menunjukkan bahwa pada gelatin kulit ikan patin 

terdapat gugus fungsi N-H, O-H, C=H, C-O, dan C-H. Gelatin diperoleh dari denaturasi 

kolagen. Spektrum yang menunjukkan denaturasi kolagen yaitu adanya perubahan daerah 

serapan amida A, amida I, amida II, dan amida III (Muyonga et al., 2004).  

Daerah serapan Amida A ditentukan berdasarkan bilangan gelombang rentang 3200-

3600 cm-1 dan menunjukkan vibrasi peregangan pada gugus O-H, C-H, dan N-H ketika 

sedang berikatan dengan ikatan H (Muyonga et al., 2004; Ahmad & Benjakul, 2011). Daerah 

serapan Amida B ditunjukkan dengan adanya bilangan gelombang rentang 2900-3100  cm-1 

dan menunjukkan peregangan C-H simetris dan antisimetris (Muyonga et al., 2004; Andakke 

et al., 2020). Daerah serapan Amida I merupakan daerah dengan absorbansi protein yang 

kuat dan menunjukkan peregangan antara ikatan C=O dan N-H dan ditemukan pada bilangan 

gelombang 1600-1700 cm-1 (Muyonga et al., 2004; Fadlelmoula et al, 2022). Daerah serapan 

Amida II ditemukan pada panjang gelombang 1335-1570 cm-1 dan menunjukkan peregangan 

CH2 dan pembengkokan N-H (Muyonga et al., 2004; Ahmad & Benjakul, 2011). Amida III 

merupakan kompleks yang ditentukan oleh rantai samping dan ikatan hidrogen, ditemukan 

pada rentang bilangan gelombang 1000-1300 cm-1 (Muyonga et al., 2004). 

2.3.3 Asam Amino Gelatin Kulit Ikan 

Asam amino merupakan senyawa organik yang mempunyai gugus fungsi amina dan 

karboksil, serta rantai samping yang spesifik untuk setiap jenis asam amino (Michael and 

Shamim, 2021). Asam amino adalah bagian terkecil dari struktur protein, di mana asam 

amino merupakan bentuk protein yang paling sederhana. Asam amino saling berikatan 

dengan ikatan peptida (Michael and Shamim, 2021). Ikatan peptida akan terjadi apabila atom 

nitrogen pada salah satu asam amino berikatan dengan gugus karboksil dari asam amino 
lainnya (Michael and Shamim, 2021). Gelatin adalah derivat protein dari serat kolagen yang 

ada pada kulit, tulang, dan tulang rawan. Susunan asam aminonya hampir mirip dengan 

kolagen, di mana glisin sebagai asam amino utama dan merupakan 2/3 dari seluruh asam 

amino yang menyusunnya, 1/3 asam amino yang tersisa diisi oleh prolin dan hidroksiprolin 

Asam-asam amino saling terikat melalui ikatan peptida membentuk gelatin. Pada dibawah 
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dapat dilihat susunan asam amino gelatin berupa Gly-X-Y di mana X umumnya asam amino 

prolin dan Y umumnya asam amino hidroksiprolin. Tidak terdapatnya triptofan pada gelatin 

menyebabkan gelatin tidak dapat digolongkan sebagai protein lengkap (Grobben, et al. 2004) 

(Chaplin, 2005). 

Komposisi asam amino akan menentukan kualitas suatu protein di dalam makronutrien 

yang paling penting dalam makaanan manusia (Pratama et al., 2018). Pentingnya asam 

amino pada ikan telah ditetapkan dengan baik dari perspektif nutrisi dan rasa pada ikan 

tersebut. Analisis profil asam amino dapat memberikan informasi berharga mengenai 

komposisi asam amino esensial dan non-esensial yang terkandung dalam sampel yang akan 

dianalisis (Pratama et al., 2018).  

Gauza-Włodarczyk et al. (2017) mengatakan bahwa kolagen terlepas dari asalnya 

mengandung 19 asam amino, termasuk hidroksiprolin yang tidak terdapat pada protein lain.  

Mereka juga melakukan penelitian dengan membandingkan 3 kolagen per 100 gram dan 

didapatkan hasil untuk kandungan protein total pada kolagen kulit ikan (KI) sebesar 65,66%, 

kolagen Bovine Achilles Tendon (BAT) 79,4%, dan kolagen tulang 20,51%. Pada Tabel 2.3 

terdapat komposisi asam amino dari kolagen yang berasal dari kolagen kulit ikan (KI), 

kolagen Bovine Achilles Tendon (BAT) dan kolagen tulang. 

 

Tabel 2. 3 Komposisi asam amino dari kolagen FS, kolagen BAT, dan kolagen Tulang 

Asam Amino Kolagen KI Kolagen BAT Kolagen Tulang 

Asparagin 6,64 7,49 7,12 

Treonin 2,84 2,19 2,22 

Serin 3,44 3,39 2,99 

Asam Glutamat 10,61 11,53 11,92 

Prolin 13,55 13,92 11,95 

Sistein - - 0,39 

Glisin 21,83 19,22 22,82 

Alanin 10,54 9,51 10,12 

Valin 2,27 2,45 2,84 

Metionin 2,25 0,71 1,07 

Isoleusin 1,57 1,87 1,54 

Leusin 2,95 3,67 3,26 

Tirosin 1,32 2,02 1,24 

Fenilalanin 3,03 4,38 2,28 

Histidin 1,21 2,25 1,37 

Lisin 3,38 3,11 3,44 

Arginin 7,56 7,3 7,72 

Hidroksiprolin 5,68 8,15 10,79 

Keterangan: Kolagen Kulit Ikan (KI), Kolagen Bovine Achilles Tendon (BAT) dan Kolagen 

Tulang 

 

Diketahui juga jika di dalam suatu kandungan pangan memiliki asam amino esensial 

yang rendah akan berpengaruh pada kualitas pangan tersebut. Namun rendahnya asam amino 

esensial tersebut dapat diperbaiki dengan penambahan asam amino esesnial dari luar dan 
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selanjutnya akan diikatkan pada protein pangan yang dimaksudkan tadi. Begitu juga dengan 

adanya protein-protein yang memiliki sifat fungsional yang baik tetapi memiliki gizi yang 

rendah, dapat dilakukan peningkatan gizi dengan melakukan pengkayaan asam amino 

esensial yang akan diikat silang dengan menggunakan TG-ase (Mayaspopha et al., 2015). 

 

Tabel 2.4 Komposisi Asam Amino (mg/g) dari Gelatin yang Diekstraksi dari Empat Spesies 

Ikan Air Tawar 

Asam amino (mg/g 

gelatin) 

Ikan 

Patin 

Lele Ekor 

Merah 

Ikan 

Nila 

Ikan 

Gabus 

Gelatin 

Komersial 

Asparagin 40.77 40.46 39.47 40.82 40.18 

Treonin 9.46 8.90 8.42 11.09 9.67 

Serin 30.85 32.78 28.12 33.93 35.49 

Glutamat 83.81 77.66 79.03 77.66 70.51 

Prolin 117.39 99.8 98.06 110.38 123.28 

Glisin 167.31 151.41 154.80 150.76 147.75 

Alanin 68.57 67.52 64.70 80.51 69.54 

Valin 16.64 15.40 13.44 14.53 13.77 

Metionin 9.04 6.44 8.52 7.144 5.64 

Isoleusin 8.64 5.76 7.53 6.61 5.15 

Leusin 26.52 24.32 21.17 29.15 23.43 

Tirosin 4.83 4.00 3.58 4.24 3.88 

Fenilalanin 18.24 18.08 15.72 19.61 16.85 

Histidin 8.98 9.42 7.42 13.05 8.98 

Lisin 35.23 22.47 28.06 29.12 24.04 

Arginin 70.19 48.37 39.49 67.26 65.13 

Triptofan 38.00 38.31 37.92 39.08 36.57 

Total 754.47 671.1 655.45 734.94 699.86 

(Ratnasari et al., 2013).  

Dari data diatas dapat dilihat bahwa asam amino tertinggi didapatkan pada ikan patin, 

dengan kandungan glisin dan prolin masing-masing adalah 167,31 mg/g dan 117,39 mg/g. 

Kadar tersebut sedikit lebih rendah dari gelatin komersial (123,28 mg/g). Komposisi asam 

amino pada ikan biasanya juga dipengaruhi oleh berbagai faktor intrinsik (spesies, ukuran 

dan jenis kelamin) dan faktor ekstrinsik (sumber makanan, musim penangkapan, salinitas air 

dan suhu) (Begum et al., 2019).  

Urutan asam amino yang menyusun rantai peptida dan protein akan menentukan 

fungsi dan karakteristik spesifik protein yang akan dibentuk. Asam amino yang menyusun 

peptida dan protein dibagi menjadi 2 yaitu asam amino hidrofobik dan asam amino 

hidrofilik, di mana sifat ini diatur oleh rantai samping yang menyusun asam amino 

(Yiswadinata dan Wathoni, 2021). Asam amino gelatin berdasarkan hidrofobilitasnya dapat 

dilihat pada tebal di bawah ini. 
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Tabel 2.5 Jenis-Jenis Asam Amino berdasarkan Hidrofobilitasnya 

Jenis Asam Amino Asam Amino Jenis Asam Amino Asam Amino 

Hidrofilik 

Tirosin 

Hidrofobik 

Glisin 

Serin Alanin 

Treonin Valin 

Sistein Leusin 

Asam aspartat Isoleusin 

Asparagin Fenilalanin 

Asam Glutamat Triptofan 

Glutamin Metionin 

Lisin Prolin 

Arginin  

Histidin  

Komposisi asam amino sangat berperan penting dalam sifat fisik dan kimia gelatin. 

Komposisi asam amino gelatin ditunjukkan pada Tabel 2.6 dibawah ini.  

Tabel 2.6 Komposisi Asam Amino Gelatin  

No Asam Amino Hasil (%) 

1 Asp  16.65  

2 Glu  0.71  

3 Ser  1.86  

4 Gly  23.05  

5 His  0.59  

6 Thr  2.98  

7 Ala  10.16  

8 Pro  13.57  

9 Arg  9.20  

10 Tyr  1.13  

11 Val  1.76  

12 Met  2.30  

13 Cys  0.13  

14 Ile  0.13  

15 Leu  2.74  

16 Phe  2.73  

17 Lys  4.25  

18 Hyp  6.01  

(Song et al., 2017) 

2.3.4 Ekstraksi Kolagen 

Ekstraksi pada gelatin memiliki banyak metode, namun yang paling sering diguankaan 

adalah ekstraksi asam dan basa. Di mana disetiap hasil akhir produk memiliki kualitas yang 

berbeda sehingga dapat digunakan untuk menentukan aplikasi penggunaan gelatin yang 

berbeda. Proses ekstraksi yang berbeda akan menghasilkan kolagen dengan karakteristik 
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yang berbeda pula sesuai dengan kelarutannya. Perbedaan habitat dan spesies juga turut 

mempengaruhi proses pre-treatment dan ekstraksi untuk mendapatkan kolagen dengan 

kemurnian yang sesuai standar. Kelarutan kolagen dalam air dingin diketahui buruk karena 

adanya ikatan silang yang kuat dalam struktur tripel heliksnya. Di mana kelarutannya dapat 

ditingkatkan dengan pemanasan dan perlakuan kimiawi pada jaringan hewan sebelum 

ekstraksi untuk memutus hubungan silang dengan penambahan asam atau basa encer 

(Nining, 2020).  

Metode ekstraksi kolagen yang umum digunakan adalah metode asam atau enzimatik 

menggunakan pepsin. Proses praperlakuan merupakan proses yang sangat berpengaruh 

terhadap kemurnian kolagen yang diisolasi, efisiensi waktu, dan biaya isolasi kolagen. 
Hidrolisis kolagen dengan asam dan dilanjutkan dengan ekstraksi gelatin dengan air panas 

(Gambar 2.6). Hidrolisis kolagen dengan asam akan menghasilkan gelatin tipe A. Hidrolisis 

ini menghasilkan rantai tropokolagen yang sudah kehilangan heliks ganda 3 nya.  Proses 

perendaman juga dapat menurunkan kadar mineral seperti kalsium karbonat dan 

menyebabkan terjadinya pengembungan yang dapat melarutkan protein nonkolagen. Asam 

yang digunakan adalah HCl 5%, pemilihan konsentrasi ini akan memengaruhi seberapa 

banyak kolagen yang terkonversi menjadi gelatin. Asam yang ditambahkan akan terionisasi 

menjadi H3O+ dan Cl- kemudian akan berikatan dengan ion karboksilat (-COO-) dan -NH3+ 

sehingga dapat merusak jembatan garam dan terjadi hidrolisis ikatan peptida pada kolagen 

(Gambar 2.4). Ekstraksi kolagen dengan air panas akan melanjutkan rusaknya tautan silang 

dan ikatan hidrogen yang menjadi faktor penstabil struktur kolagen (Asih, 2018). Sedangkan 

untuk ekstraksi dengan menggunakan metode basa adalah suatu metode ekstraksi gelatin 

yang dalam proses pembuatannya menggunakan basa (Wardani et al., 2012). Ekstraksi basa 

dilakukan dengan menggunakan basa seperti KOH dan NaOH (Khirzin et al., 2019). 

Pre-treatment pada kondisi asam akan memotong ikatan non-kovalen inter dan intra-

molekul sementara pre-treatment basa menghilangkan protein non-kolagen tanpa 

menyebabkan modifikasi struktural pada rantai kolagen. Asam asetat adalah asam encer 

yang paling banyak digunakan untuk ekstraksi kolagen dari jaringan hewan laut, selain itu 

dapat juga digunakan asam sitrat dan asam laktat (Nining, 2020). 

 

 
Gambar 2. 6 Ilustrasi Konversi Kolagen menjadi Gelatin (Asih, 2018) 
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Gambar 2. 7  Mekanisme Hidrolisis Ikatan Peptida dengan Asam (Asih, 2018) 

 

Pada penelitian Peng and Joe (2005), di mana mereka melakukan ekstraksi gelatin dari 

kulit Pollock Alaska. Pretreatment dengan alkali dan asam yang berbeda pada konsentrasi 

yang berbeda digunakan untuk menentukan efek pada ekstraksi gelatin dari kulit Pollock 

Alaska. Pretreatment basa dengan konsentrasi OH lebih rendah dari 0,5 mol/L 

menghilangkan protein nonkolagen tanpa kehilangan kolagen kulit yang signifikan. 

Pretreatment asam menyebabkan hilangnya kolagen, bahkan menggunakan asam lemah 

dengan konsentrasi H rendah pada suhu rendah. Adanya protease dapat menyebabkan 

degradasi ekstrak gelatin, tetapi perlakuan awal dengan NaOH atau Ca(OH)2 pada 

konsentrasi 0,1 mol/L OH, atau asam asetat pada konsentrasi 0,05 mol/L H dapat 

menurunkan degradasi oleh protease secara signifikan. Kombinasi praperlakuan basa diikuti 

dengan praperlakuan asam tidak hanya menghilangkan protein nonkolagen, tetapi juga 

menyediakan kondisi pH yang tepat untuk ekstraksi, di mana beberapa ikatan silang dapat 

dihancurkan lebih lanjut tetapi dengan lebih sedikit pemutusan rantai polipeptida (Peng and 

Joe, 2005). 

 

2.4 Transglutaminase  

Transglutaminase (TGA) adalah enzim yang mengkatalis pembentukan ikatan silang 

antar molekul protein (pembentukan polimer antar molekul protein). Di mana pada awalnya 

TGA dikenal sebagai faktor XIIIa di bidang kedokteran, yang berperan dalam proses 

penggumpalan darah. Enzim Transglutaminase telah mampu memperbaiki sifat-sifa 

rheologis dari pangan (Mayasopha et al., 2015).  Transglutaminase memiliki pH optimum 

antara 5-8, namun pada pH 4 atau 9, transglutaminase masih menunjukkan aktivitas 

enzimatik, suhu optimum untuk aktivitas enzimatik yaitu 50-55℃ dan dapat melakukan 

aktivitas enzimatik secara terus menerus secara penuh meski berlangsung pada suhu 50℃ 

selama waktu 10 menit. Transglutaminase kehilangan aktivitas enzimatik dalam beberapa 

menit pada pemanasan mencapai 70℃. Transglutaminase masih mengeluarkan aktivitas 

enzimatik pada suhu 10℃, dan masih menunjukkan beberapa aktivitas pada suhu sedikit di 

atas titik beku (Motoki et al., 1986). 
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Gambar 2.8 Reaksi cross-linking protein dengan bantuan microbial transglutaminase 

(Nielsen, 1995) 

 

Gambar 2.9 Reaksi Katalis Transglutaminase (TGA) ε-(-glutamil) lisin (G-L) 

TGA digunakan untuk mengkatalis reaksi pengikatan asam amino-asam amino yang 

ditambahkan pada molekul protein. Mekanisme kerja enzim transglutaminase adalah 

mengkatalis reaksi antara residu asam amino lisin dan residu asam amino glutamin sehingga 

membentuk ikatan ε-(-glutamil) lisin isopeptida di mana akan menghasilkan penggabungan 

ikatan kovalen inter atau intramolekuler yang akan berikatan silang dengan protein pada 

makanan. Sehingga hal tersebut dapat meningkatkan sifat fisika dan bentuk makanan 

(Nielsen, 1995; Mayasopha et al., 2015) 

Di dalam perbaikan sifat gelatin dengan ditambahkannya Enzim Transglutaminase, 

dapat mencegah penurunan mutu pangan melalui pengendalian transfer air, oksigen, 

karbondioksida, oksidasi lipid, dan hilangnya senyawa-senyawa aroma. Secara umum, film 

yang terbuat dari protein berfungsi sebagai penghalang oksigen dan aromayang sangat baik, 

namun dikarenakan sifa alamiah protein yang (bersifat hidrofilik), film tersebut cenderung 

menyerang senjumlah besar air sehingga akan menyebabkan sifat mekanik dan fungsinya 

sebagai penghalang akan diperlemah. Untuk itu digunakanlah TGA untuk memperbaiki 

strukturnya (Yildirim et al., 1996; Mayasopha et al., 2015).  

2.5 Thin Layer Chromatography (TLC) 

Pada kromatografi lapis tipis TLC (Thin Layer Chromatography), fase diam mempunyai 

peran penting pada analisis baik kuantitaif maupun kualitatif. Keseragaman dan ukuran 

partikel adsorben sangat menentukan keberulangan data analisis kuantitatif. Karakteristik 

kromatografi ditentukan terutama oleh parameter fisika. Oleh sebab itu lempeng TLC 

dengan ukuran partikel kecil dan keseragaman ukuran partikel 

baik, diperlukan untuk mendapatkan hasil analisis yang baik (Wulandari, 2006). TLC yang 

beredar di pasaran terdiri dari dua macam yaitu TLC konvensional dan HPTLC (High-
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Performance Thin-Layer Chromatography). Perbedaan TLC konvensional dengan HPTLC 

berdasarkan parameter kerjanya adalah ukuran partikel TLC 20 m HPTLC 5-15 m, 

distribusi ukuran partikel TLC 10-60 m HPTLC distribusinya sempit, volume sampel TLC 

1-5 L HPTLC 0,1-0,2 L, diameter starting spot TLC 3-6 mm HPTLC 1,0-1,5 mm, jarak 

migrasi solven TLC 10-15 cm HPTLC 36 cm, waktu pengembangan TLC 30-200 menit 

HPTLC 3-20 menit, Limit deteksi (absorbansi) TLC 1-5 ng, HPTLC 0,1-0,5 ng. Mengingat 

kelebihan parameter-parameter kerja tersebut HPTLC memiliki efisiensi pemisahan yang 

lebih baik dibandingkan TLC konvensional. Kekurangan HPTLC adalah harganya lebih 

mahal dibandingkan TLC konvensional. Untuk memaksimalkan penggunaan HPTLC yang 

efisien dan ekonomis maka dilakukan daur ulang lempeng HPTLC kemudian lempeng hasil 

daur ulang dievaluasi untuk mengetahui sejauh mana lempeng daur ulang dapat digunakan 

untuk analisis kualitatif maupun kuantitati (Wulandari, 2006). 

Ujung fase diam yang terdapat zona awal dicelupkan ke dalam fase gerakdi dalam 

chamber. Ketikafase geraktelah bergerak sampai jarak yang diinginkan, fase diamdiambil, 

fase gerak yang terjebak dalam lempeng dikeringkan, dan zona yang dihasilkan dideteksi 

secara langsungatau di bawah sinar ultraviolet baik denganatau tanpa penambahanpereaksi 

penampak nodayang cocok. Retensi dan selektivitas kromatografi juga ditentukan oleh 

interaksi antara fase diam, fase gerak dan komponen sampel yang berupaikatan hidrogen, 

pasangan elektrondonor ataupasangan elektron-akseptor, ikatan ion-ion, ikatan ion-dipol, 

dan ikatan van der Waals. Sebagai contoh, pengembangan KLT biasanya tidak 

3sepenuhnyamelarutkan kembali analit yang berada dalam lempengkecuali dilakukan 

pemurnian sebelumnya. Hal ini dilakukan untuk mendapatkan turunan senyawa yang lebih 

cocok untuk proses pemisahan, deteksi, dan / atau kuantifikasi. KLT dapat mengatasi sampel 

yang terkontaminasi, seluruh kromatogram dapat dievaluasi, mempersingkat proses 

perlakuan sampelsehingga hemat waktu dan biaya. Kehadiran pengotor atau partikel yang 

terjerap dalam sorbenfase diam tidak menjadimasalah, karena lempenghanya digunakan 

sekali. Namun, perlakuan penambahanpereaksi penampak noda dengan penyemprotan atau 

pencelupan terkadang diperlukan untuk menghasilkan turunan senyawa yang berwarna atau 

berfluoresensi. Pada umumnya senyawa aromatik terkonjugasi dan beberapa senyawa tak 

jenuh dapat menyerapsinar UV. Senyawa-senyawa ini dapat dianalisis dengan KLT dengan 

fase diam yang diimpregnasiindikator fluoresensi dan deteksi dapat dilakukan hanya dengan 

pemeriksaan di bawah sinar UV 254 nm. Nilai Rf umumnya tidak sama dari laboratorium 

ke laboratorium bahkan pada waktu 4analisis yang berbeda dalamlaboratorium yang sama, 

sehingga perludipertimbangkan penggunaan Rf relatif yaitu nilai Rf noda senyawa 

dibandingan noda senyawalain dalam lempeng yang sama. Faktor-faktor yang menyebabkan 

nilai Rf bervariasi meliputidimensi dan jenis ruang, sifat dan ukuran lempeng, arah aliran 

fase gerak, volume dan komposisi fase gerak, kondisi kesetimbangan, kelembaban, dan 

metode persiapan sampel KLT sebelumnya (Wulandari, 2011). 

 

2.6 Fourier Transform Infrared (FTIR) 

Spektroskopi FT-IR (Fourier Trasform Infra Red) merupakan spektroskopi inframerah 

yang dilengkapi dengan transformasi Fourier untuk deteksi dan analisis hasil spektrumnya. 

Inti spektroskopi FT-IR adalah interferometer Michelson yaitu alat untuk menganalisis 

frekuensi dalam sinyal gabungan. Spektrum inframerah tersebut dihasilkan dari 

pentrasmisian cahaya yang melewati sampel, pengukuran intensitas cahaya dengan detektor 

dan dibandingkan dengan intensitas tanpa sampel sebagai fungsi panjang gelombang. 

Spektrum inframerah yang diperoleh kemudian diplot sebagai intensitas fungsi energi, 

panjang gelombang (µm) atau bilangan gelombang (cm-1) (Anam, 2007 ). 
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Berdasarkan panjang gelombang tersebut daerah inframerah dibagi menjadi tiga daerah, 

yaitu IR dekat (14000-4000 cm-1) yang peka terhadap vibrasi overtone, IR sedang (4000-

400 cm-1) berkaitan dengan transisi energi vibrasi dari molekul yang memberikan informasi 

mengenai gugus-gugus fungsi dalam molekul tersebut, dan IR jauh (400-10 cm-1) untuk 

menganalisis molekul yang mengandung atom-atom berat seperti senyawa anorganik tapi 

butuh teknik khusus. Biasanya analisis senyawa dilakukan pada daerah IR sedang. Prinsip 

kerja FTIR adalah interaksi antara energi dan materi. Infrared yang melewati celah ke 

sampel, di mana celah tersebut berfungsi mengontrol jumlah energi ysng disampaikan 

kepada sampel. Kemudian beberapa infrared diserap oleh sampel dan yang lainnya di 

transmisikan melalui permukaan sampel sehingga sinar infrared lolos ke detektor dan sinyal 

yang terukur kemudian dikirim ke komputer dan direkam dalam bentuk puncak-puncak (Sari 

et al., 2018).  

Spektrofotometer FTIR merupakan alat yang dapat digunakan untuk identifikasi 

senyawa, khususnya senyawa organik, baik secara kualitatif maupun kuantitatif. 

a. Analisis kualitatif dengan spektroskopi FTIR secara umum digunakan untuk identifikasi 

gugus-gugus fungsional yang terdapat dalam suatu senyawa yang dianalisis (Sari et al., 

2018). 

b. Analisis kuantitatif dengan spektroskopi FTIR secara umum digunakan untuk 

menentukan konsentrasi analit dalam sampe (Sari et al., 2018). 
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BAB III 

 METODOLOGI 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2021 – April 2022. Ekstraksi gelatin dan 

analisis profil asam amino dengan menggunakan Thin-layer chromatography (TLC) di 

Laboratorium Zoologi dan Rekayasa Hewan, Departemen Biologi, Fakultas Sains dan Analitika 

Data, Institut Teknologi Sepuluh Nopember. Analisis gugus fungsi gelatin dengan 

menggunakan metode Fourier transform infrared (FTIR) dilakukan di Laboratorium Kimia, 

Fakultas Sains dan Analitika Data, Institut Teknologi Sepuluh Nopember. 

3.2 Alat dan Bahan 

Peralatan yang akan digunakan dalam penelitian ini meliputi pisau, labu erlenmeyer, 

spatula, cawan petri, kain saring, neraca analitik, gelas ukur, pipa kapiler, gelas beaker, Freeze 

Dryer, kertas kromatografi dan Spectroscopy. 

Bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini meliputi kulit ikan patin, akuades, 

CH3COOH 0,12 mol, NaOH 0,2 mol, gelatin ikn patin, Transglutaminase, dan sorbitol 1%. 

3.3 Metode yang Digunakan 

3.3.1 Preparasi Kulit Ikan Patin 

Kulit ikan patin  dibersihkan dari sisa daging dan lemak dengan scrap manual menggunakan 

pisau. Kulit yang telah bersih dicuci dengan aquades dan diletakkan dalam air dingin kemudian 

dibekukan dan disimpan pada suhu -20 0C (Hidayati et al., 2021). 

3.3.2 Ekstraksi Gelatin 

Sebelum dilakukan ekstraksi, dilakukan pretreatment terlebih dahulu terhadap kulit ikan 

patin yaitu dengan melakukan perendaman asam dan basa. Kulit ikan patin masing-masing 

sebanyak 10 gram dibungkus terlebih dahulu dengan kain saring dan direndam dalam 

CH3COOH 0,12 M dengan rasio berat kulit/ larutan 1/10 (w/v) dan diaduk selama 60 menit 

pada suhu ruang. Kemudian kulit dibilas dengan air mengalir hingga pH netral (6,0-7,0). 

Selanjutnya kulit direndam menggunakan NaOH 0,2 M dengan rasio berat kulit/ larutan 1/10 

(w/v) dan diaduk selama 40 menit pada suhu ruang. Kemudian kulit dibilas dengan air mengalir 

hingga pH netral (6,0-7,0) (Hidayati et al., 2021).  

Kulit hasil pretreatment dimasukkan dalam aquades dengan rasio berat kulit/aquades 1/10 

dan dipanaskan menggunakan waterbath dengan suhu 600C selama 60 menit. Hasil ekstraksi 

kemudian disaring dan didiamkan selama ± 2 jam hingga membentuk gel pada suhu ruang. Gel 

kemudian didinginkan dalam freezer hingga membeku. Selanjutnya gel yang telah membeku 

dikeringkan menggunakan Freeze dryer dengan suhu -35℃ dan vakum tekanan  ± 0,3 mbar 

hingga benar-benar kering. Gelatin yang telah kering kemudian disimpan dalam suhu ruang 

pada tempat yang kering dan tertutup rapat (Hidayati et al., 2021). 
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3.3.3 Penambahan TGA pada Gelatin Ikan Patin dan Pembuatan Film Gelatin Ikan 

Patin 

Gelatin hasil freeze dryer diblender hingga halus. Setelah itu, dilakukan pembuatan larutan 

stok gelatin kulit ikan patin dengan konsentrasi 50 mg/ml. Gelatin dalam bentuk serbuk 

ditimbang seberat 1 gram dengan neraca analitik. Gelatin lalu dilarutkan pada 20 ml aquades 

dan dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 60oC selama 15 menit hingga gelatin larut. Larutan 

gelatin diangkat dari oven. Untuk perlakuan kontrol, sebanyak 9,90 ml larutan gelatin 

ditambahkan dengan sorbitol 0,1 ml lalu di magnetic stirrer selama 10 menit. Setelah selesai, 

gelatin dituang ke cawan petri dan ditunggu hingga kering. Selanjutnya untuk perlakuan gelatin 

dengan Transglutaminase 0,01 gram, diambil gelatin sebanyak 9,89 ml ditambahkan dengan 

sorbitol 0,1 ml dan transglutaminase sebanyak 0,01 gram lalu di magnetic stirrer dan 

dipanaskan. Setelah tercampur gelatin dituangkan ke cawan petri dan ditunggu hingga kering. 

Sedangkan untuk gelatin dengan penambahan Transglutaminase 0,05 gram yaitu dicampurkan 

9,85 ml larutan gelatin ditambahkan dengan transglutaminase sebanyak 0,05 gram dan sorbitol 

0,1 ml kemudian dilarutkan menggunakan magnetic stirer selama 10 menit dan dipanaskan 

kemudian dituangkan ke dalam cawan petri. 

3.3.4 Analisis Gugus Fungsional Gelatin 

Analisis gugus fungsi film gelatin kulit ikan patin (GKIP) dilakukan dengan metode FTIR 

(Fourier transform infrared) di Laboratorium Kimia, Fakultas Sains dan Analitika Data, Institut 

Teknologi Sepuluh Nopember. Film GKIP dengan perlakuan kontrol dan penambahan TGA 

dimasukkan kedalam cetakan (Agilent Technologies Polystyrene Sample). Cetakan dimasukkan 

ke dalam FTIR Spectroscopy untuk selanjutnya ditembak oleh infra red (metode tembak). 

Kemudian dilakukan running dan hasil akan keluar pada komputer. Film gelatin diuji dengan 

menggunakan FTIR Spectroscopy (Model FTIR IR Prestige - 21 SHIMADZU) menggunakan 

Attenuated Total Reflection (ATR), pemindaian dilakukan dengan resolusi 1 cm-1 dalam 

panjang gelombang 500 hingga 4000 cm-1 (Baggio et al., 2021; Muyonga et al., 2004). 

3.3.5 Analisis Asam Amino Gelatin 

Analisis uji asam amino gelatin dilakukan dengan menggunakan uji Thin Layer 

Chromatography (TLC) atau Kromatografi Lapis Tipis (KLT) (Srivastava et al., 1972) dengan 

menggunakan standar asam amino yang diperoleh dari Sigma Aldrich. 

Pengujian asam amino dengan menggunakan Thin Layer Chromatography (TLC) atau 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) diawali dengan pembuatan sampel yang akan diteteskan 

dengan melarutkan gelatin (dengan tambahan TGA 0,01, 0,05, dan tanpa TGA) dalam pelarut 

akuades dengan komposisi 1,5 gram gelatin dilarutkan dalam 10 ml akuades. Dilanjutkan 

dengan pembuatan fase gerak, di mana fase gerak dibuat dengan campuran n-butanol : asam 

asetat : akuades dengan perbandingan 6:2:2 (Modifikasi Giri et al., 2012; Ramakrishnan et al., 

2013; Reach Devices TLC of Aminoacids). Kemudian dilanjutkan dengan pembuatan larutan 

ninhydrin yang akan digunakan untuk penyemprotnya, dengan mencampurkan 2 gr ninhydrin 

dengan 100 mL n-butanol (Giri et al., 2012).  

Tahap selanjutnya adalah pembuatan kromatogram, di mana plat silika gel (KLT Silica 

gel 60 F254 dari Merck Jerman) dengan ukuran 5 x 10 cm, dengan diberi tanda menggunakan 

pensil dengan jarak posisi batas atas (1 cm dari atas) dan batas bawah (1 cm dari atas bawah) 

seperti pada Gambar ilustrasi 3.1. Larutan gelatin dan asam amino ditotolkan dengan 

menggunakan tabung kapiler pada silika gel dan ditunggu hingga kering (bisa menggunakan 
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hair dryer). Setelah kering silika gel dimasukan ke dalam wadah yang sebelumnya sudah diisi 

dengan larutan fase gerak, lalu wadah ditutup kembali dan ditunggu sampai fase gerak 

mencapai batas atas silika gel (Muchamad, 2019). 

 
Gambar 3. 1 Diagram Metode Thin Layer Chromatography (TLC) Asam Amino 

 
Gambar 3. 2 Gambaran Umum Thin Layer Chromatography (TLC) 

 

Setelah fase gerak mencapai batas yang ditentukan, silika gel dikeluarkan dan 

dikeringkan dengan hair dryer. Kemudian disemprot dengan larutan Ninhydrin di atasnya. 

Hasil kromatogram difoto di samping penggaris dengan warna gelap. Untuk memperjelas noda, 

dapat disemprotkan kembali ninhidryn, lalu dikeringkan di dalam oven dengan suhu 80o selama 

15 menit dan dapat difoto kembali hasilnya. Nilai Retardation factor (Rf) dapat ditentukan dari 

adanya noda-noda yang tampak pada kromatogram (Fauziyah, 2012; Muchamad, 2019). 

Analisis asam amino dilakukan sebanyak 3 kali ulangan di setiap sampel penambahan TGA 

(kontrol, TGA 0,01 , dan TGA 0,05). 

Jarak yang ditempuh spot-spot pada permukaan plat diukur dengan menggunakan 

persamaan dihitung besarnya nilai Rf, sebagai berikut :  
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Gambar 3. 3 Cara pengukuran nilai Rf (Rosamah, 2019) 

𝑁𝑖𝑙𝑎𝑖 𝑅𝑓 =
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑧𝑎𝑡

𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡
 

(Rosamah, 2019)  

3.4 Analisis Data 

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini adalah analisis deskriptif kualitatif. Data 

profil asam amino dianalisis secara deskriptif dengan membandingkan terhadap asam amino 

standar. Analisis gugus fungsi gelatin yang diperoleh dari FTIR akan dilakukan dengan 

memasukkan nilai bilangan gelombang (cm-1) dan dianalisis secara kualitatif untuk menentukan 

gugus fungsi yang didasarkan pada nilai gelombang (cm-1) yang akan dihasilkan. 

 

 

 

  



 
 

25 
 

BAB IV  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Hasil Analisis Fourier Transform Infrared (FTIR) Gelatin Kulit Ikan Patin dengan 

Penambahan Transglutaminase (TGA) 

Analisis Fourier Transform Infrared (FTIR) pada penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui pengaruh penambahan TGA terhadap gugus fungsi molekul-molekul yang 

menyusun gelatin kulit ikan patin (GKIP). Pemilihan metode FTIR didasarkan pada 

kelebihannya yaitu teknik analisis yang relatif cepat, preparasi sampel sederhana, serta 

penggunaan reagen kimia dan pelarut dalam jumlah sedikit (Li et al., 2018; Fadlelmoula et 

al., 2022). Hasil analisis FTIR sampel GKIP tanpa TGA (kontrol) dan GKIP yang 

ditambahkan TGA (TGA 0,01 dan TGA 0,05) disajikan dalam Gambar 4.1; Tabel 4.1; serta 

detail hasil spektrum dan keterangannya dapat dilihat pada Lampiran 2. 

 

Gambar 4.1. Spektrum hasil pengukuran GKIP kontrol (spektrum jingga) = K0, GKIP TGA 

0,01 (spektrum kuning) = K1, dan GKIP TGA 0,05 (spektrum hitam) = K2 dengan 

menggunakan spektrofotometer FTIR 

Hasil analisis FTIR senyawa dalam GKIP (Gambar 4.1) secara keseluruhan baik 

Kontrol (tanpa TGA) maupun dengan penambahan TGA (TGA 0,01 dan 0,05) menunjukkan 

spektra inframerah dengan pola absorbansi yang berbeda-beda. Menurut Fadlelmoula et al. 

(2022) perbedaan pola absorbansi mengindikasikan perbedaan komposisi senyawa baik 

konformasi molekul, jenis ikatan, gugus fungsional, dan interaksi antarmolekul yang 
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membentuk sampel. Identifikasi jenis senyawa mengacu pada referensi dari Muyonga et al. 

(2004); Ahmad & Benjakul, (2011); Roberto et al., 2014; Derkach et al. (2019);  ; Fadlelmoula 

et al. (2022), yaitu serapan bilangan gelombang pada kisaran 3600-3200 cm-1 digolongkan 

dalam daerah serapan Amida A; 2935-2915 cm-1 tergolong Amida B; 1700-1600 cm-1 tergolong 

Amida I; 1661-1335 cm-1 tergolong Amida II dan 1300-1000 cm-1 tergolong Amida III. Puncak 

serapan digunakan untuk mengkarakteristik gugus fungsi. Singh & Benjakul, (2017) 

menyatakan bahwa spektrum gelatin kulit ikan patin ditemukan pada Amida A (3264 cm-1), 

Amida I (1628 cm-1), Amida II (1550 cm-1), dan Amida III (1240 cm-1). Hasil analisis 

identifikasi senyawa dan karakteristik gugus fungsi GKIP disajikan pada tabel di bawah ini. 

Tabel 4.1 Karakteristik Gugus Fungsi GKIP Kontrol, TGA 0,01, dan TGA 0,05 dengan 

Menggunakan Spektrofotometer FTIR 

Daerah Serapan 
Bilangan Gelombang (cm-1) 

Keterangan 
K0 KI KII 

Amida A 3433.41 3311.89 3408.33 Vibrasi regangan pada gugus O-H, N-H 
 

Amida B - - 2922.25 Peregangan C-H asimetris dan simetris 
 

Amida I 

1745,64 1641.48 1635.69 Peregangan ikatan C=O; N-H Gugus O-

H yang berpasangan dengan gugus 

karboksil (COOH) 

1653.05     

1639.55 
 

    

Amida II 

1545.03 1539.25 1537.32 Regangan CN dan deformasi NH dari 

kelompok peptida; Adanya gugus C-H; 

NH bending; peregangan CN; CH2 

bending  

1431.23 1446.66 1411.94 

  1408.08  

  1334.78   

 

Amida III 

1084.03 1276.92 1240.27 Rantai samping dan ikatan hidrogen. 

Regangan CN, NH bending 1026.16 1240.27 1151.54 

  1159.26 1080.17 

  1078.24 1026.16 

  1053.17  

  1031.95  

Ket : K0 (GKIP tanpa TGA); KI (GKIP TGA 0,01); KII (GKIP TGA 0,05) 

Ahmad & Benjakul, (2011) menyatakan bahwa bilangan gelombang pada daerah 

serapan Amida A berkisar antara 3200-3600 cm-1, yang menunjukkan bahwa terjadinya vibrasi 

peregangan NH dan OH di dalamnya (Muyonga et al., 2004; Ahmad & Benjakul, 2011; 

Suptijak et al., 2018). Penelitian dari Muyonga et al. 2004; Suptijah et al. 2019; Andakke et al., 

2020 juga menyatakan bahwa daerah serapan bilangan gelombang 3478-3310 cm-1 

menunjukkan adanya gugus N-H pada peptida gelatin yang berasosiasi dengan ikatan hidrogen 

gugus amida. Meskipun berada dalam area yang sama yiatu Amida A, namun puncak serapan 

bilangan gelombang pada tiap perlakukan menunjukkan perbedaan yaitu GKIP kontrol = 

3433,41 cm-1, TGA 0,01 = 3311,89 cm-1 dan TGA 0,05 = 3408,33 cm-1. Berdasar hasil tersebut 

diketahui bahwa GKIP Kontrol dan TGA 0,05 menunjukkan bilangan gelombang kisaran  yang 

sama yaitu diantara 3400-3440 cm-1, sedangkan GKIP TGA 0,01 menunjukkan terjadinya 

peregangan dengan bilangan gelombang 3311,89 cm-1. Peregangan dikarenakan gugus NH dari 
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suatu peptida yang berasosiasi dengan ikatan hidrogen menyebabkan daerah serapannya 

bergeser ke frekuensi yang lebih rendah dan memungkinkan adanya tumpang tindih ikatan NH 

dengan gugus OH di dekatnya pada daerah tersebut sehingga terbentuk daerah serapan dengan 

puncak yang melebar pada puncak Amida A GKIP TGA 0,01 (Muyonga et al., 2004). Hal ini 

kemungkinan terkait dengan perbedaan jumlah ikatan peptida yang terkandung dalam film 

GKIP. Menurut penelitian Zhao et al. (2022) penambahan TGase mempengaruhi struktur ikatan 

silang, mengubah struktur lanjutan protein dan melepaskan gugus amina (NH) pada residu asam 

amino Glutamin. Di mana semakin besar konsentrasi TGase dapat meningkatkan ikatan peptida 

yang dibentuk, namun peptida yang dibentuk berupa peptida pendek. 

Pada daerah Amida A semakin rendah bilangan gelombang menunjukkan bahwa gugus 

NH dari peptida yang lebih pendek terlibat dalam ikatan hidrogen. Ikatan hidrogen dapat 

menstabilkan struktur protein, dikarenakan ikatan hidrogen menurunkan frekuensi vibrasi 

regangan namun meningkatkan frekuensi tekukan (banding). Mekanisme kerja TGA adalah 

dengan membentuk ikatan isopeptida antara residu glisin dan lisin dari gelatin, di mana 

penurunan bilangan gelombang pada Amida B dan A terlihat jelas lebih tinggi pada GKIP 

kontrol yaitu 3433.41 ke 1745.64, dikarenakan kurang terbentuknya ikatan silang (Sabaghi et 

al., 2022), sedangkan pada GKIP TGA 0,05 dan TGA 0,01 penurunan bilangan gelombang 

relatif lebih rendah daripada GKIP kontrol. Selain itu, pita serapan pada GKIP penambahan 

TGA (TGA 0,01 dan TGA 0,05) lebih rendah dibandingkan GKIP kontrol. Menurut Yayli et 

al. (2017) rendahnya pita serapan dikaitkan dengan interaksi hidrogen yang tinggi antara air, 

plasticizer, protein, dan TGA. Daerah serapan diantara 3313.11, 3209.93, 3325.64, 3391.21, 

3412.42, 3452.56, 3522.34, and 3527.17 cm-1 menunjukkan adanya senyawa hidroksil (gugus 

fungsional -OH) (Lingegowda et al., 2012; Wulandari et al., 2016). Daerah Amida A GKIP 

pada penelitian ini sama-sama memiliki senyawa hidroksil, namun bilangan gelombang paling 

besar ditemukan pada GKIP kontrol (3433.41 cm-1). Gelatin kontrol memiliki bentuk puncak 

Amida A tajam ke bawah yang mengkarakterisasi adanya ikatan O-H gugus karboksilat pada 

asam amino prolin, hidroksiprolin, dan lisin di mana semua asam amino tersebut merupakan 

struktur dari pembentuk gel pada gelatin (Baggio et al., 2021). GKIP kontrol yang mengandung 

gugus OH mampu menyerap air dikarenakan permeabilitasnya yang tinggi yang akan mengikat 

molekul air sehingga akan menurunkan sifat fisiknya (Hidayati et al., 2015). Menurut Yi et al., 

(2006) permeabilitas film gelatin sangat bergantung pada ikatan silang yang dihasilkan dari 

TGA, di mana gelatin tanpa tambahan TGA memiliki polimer penyusun yang kurang kompak 

sehingga permeabilitas film akan meningkat dan mempengaruhi sifat fisik dari film tersebut. 

Gelatin TGA 0,01 memiliki bilangan gelombang terendah yang menunjukkan adanya ikatan 

hidrogen yang terlibat dalam gugus N-H pada rantai α (Nagarajan et al., 2012). Hal ini sesuai 

dengan penelitian Baggio et al., (2021) yang menyatakan bahwa penambahan TGA 

meningkatkan pembentukan ikatan hidrogen antara gugus –OH dan –NH, sehingga 

menyebakan perubahan tingkat molekul. Gelatin dari kulit ikan patin dengan penambahan TGA 

0,01 dan 0,05 memiliki banyak gugus NH sehingga lebih banyak terlibat dengan ikatan 

hidrogen. 

Puncak serapan Amida B hanya dimiliki oleh sampel GKIP TGA 0,05 dengan bilangan 

gelombang  2922,25 cm-1, sedangkan pada GKIP kontrol dan TGA 0,01 tidak ditemukan daerah 

serapan Amida B. Bilangan gelombang pada daerah serapan Amida B berkisar  antara 2915–

2935 cm-1 atau 2845–2865 cm-1 (Muyonga et al., 2004; Suptija et al., 2018; Andakke et al., 

2020), sedangkan menurut penelitian Tu et al., (2015) Amida B berada pada kisaran 3100-3000 

cm-1. Pada gelombang tersebut mengindikasikan terbentuknya regangan asimetrikal = C-H dan 

regangan pada N–H (Tu et al., 2015; Suptija et al., 2018; Wahyuningtyas et al., 2019; Derkach 

et al., 2019). Bilangan gelombang yang lebih rendah pada daerah serapan Amida B 
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menunjukkan interaksi antar gugus –NH3 pada rantai peptida. Sampel yang menunjukkan 

serapan pada 2922,25 cm-1 menunjukkan vibrasi regangan asimetris C–H pada gugus C–H2  

(Nagarajan et al., 2012, Wahyuningtyas et al., 2019). Ikatan C-H (dengan hidrogen melekat 

pada karbon) ada pada hampir semua senyawa organik, sehingga interpretasi ikatan C-H tidak 

digunakan dalam identifikasi senyawa (Dachriyanus, 2004). Hidayati et al., (2021) dalam 

penelitiannya menyatakan bahwa adanya daerah Amida A dan B pada gelatin kulit ikan patin 

sub-dewasa dan dewasa menunjukkan adanya gugus OH, CH, dan NH. Gugus fungsi OH, CH, 

dan NH ditemukan pada daerah serapan dengan bilangan gelombang antara 2500-4000 cm-1. 

Daerah serapan khas pada gelatin selanjutnya adalah Amida I yang memiliki bilangan 

gelombang antara 1636–1700 cm-1 yang disebabkan regangan ikatan ganda gugus karbonil 

C=O di sepanjang backbone polipetida, bending ikatan NH, dan regangan CN (Muyonga et al., 

2004; Sun et al., 2021; Fadlelmoula et al, 2022). Pada penelitian ini hasil spektra menunjukkan 

bilangan gelombang pada GKIP kontrol = 1639,55 cm-1 – 1745,64 cm-1, TGA 0,01 = 1641,48 

cm-1 dan TGA 0,05 = 1635,69 cm-1. Amida I merupakan gugus fungsi khas yang menyusun 

kolagen sekaligus puncak yang paling berguna untuk analisis inframerah dari struktur sekunder 

protein termasuk gelatin (Singh & Benjakul, 2017). Hal tersebut sesuai dengan penelitian 

Ahmad & Benjakul (2011) yang menyatakan bahwa puncak serapan Amida I pada 1634,73 cm-

1 merupakan karakteristik untuk struktur coil gelatin. Pada puncak ini juga menunjukkan 

regangan C=O dan O-H yang berpasangan dengan gugus karboksil (COOH) (Wulandari et al., 

2016; Muyonga et al., 2004; Fadlelmoula et al, 2022). Muyonga et al. (2004) menyatakan 

bahwa Amida I terdiri dari empat komponen struktur sekunder protein, yaitu α-heliks, β-sheet, 

β-turn, dan random coil. Pada setiap komponen struktur sekunder protein memiliki wilayah 

serapan yang berbeda. Komponen α-heliks ditunjukkan pada wilayah serapan bilangan 

gelombang 1640-1650 cm-1; β-sheet pada 1610-1640 cm-1, β-turn pada 1650-1658 cm-1; dan 

random coil pada 1660-1690 cm-1 (Yang et al., 2022; Suptijah et al., 2018).  

Berdasarkan hasil penelitian, di daerah Amida I pada GKIP kontrol terdapat struktur 

random coils (1745,64 cm-1), β-turn (1653,05 cm-1), dan β-sheet (1639,55 cm-1). Sedangkan 

pada TGA 0,01 terdapat struktur α-heliks dan β-sheets pada TGA 0,05. Perbedaan yang terdapat 

pada spectrum di daerah Amida I diduga berkaitan dengan perbedaan konformasi rantai 

polipetida (Ahmad & Benjakul, 2011). Menurut penelitian Yang et al. (2022) penambahan TGA 

berkontribusi secara signifikan pada pembentukan agregrasi protein dengan ikatan kovalen, 

yang mengarah pada tranformasi pada β-turns dan random coils menjadi β-sheets. β-sheets 

merupakan struktur dari dua atau lebih rantai polipeptida yang dihubungkan secara lateral oleh 

ikatan hidrogen antara rantai utama gugus C=O dan N-H, sedangkan α-heliks terbentuk ketika 

adanya rantai tunggal polipeptida membentuk struktur silinder yang kaku (Lodish et al., 2013).  

Wang et al., (2015) juga menyatakan bahwa peningkatan konsentrasi TGA pada jaringan ikatan 

silang pada film gelatin dapat meningkatkan amplitudo atau bilangan gelombang pada Amida 

I. Hal ini dikarenakan perlakuan enzimatik dapat mempengaruhi struktur sekunder, gugus 

fungsi serta interaksi gelatin pada film tersebut. Secara umum, peningkatan konsentrasi TGA 

meningkatkan amplitudo pada Amida I dan penurunan pada Amida II (Wang et al., 2015). 

Perubahan ikatan pada Amida I dikarenakan penggunaan H2O2 yang dapat mempengaruhi 

struktur helix coil dari gelatin, selain itu hasil ini menunjukkan bahwa hidrogen peroksida 

kemungkinan menyebabkan struktur sekunder dan kelompok fungsional gelatin yang 

dihasilkan, yang berkaitan dengan peningkatan interaksi antarmolekul dan denaturasi pada 

gelatin (Singh & Benjakul, 2017). Amida I berguna dalam mempelajari materi kealamian dan 

perubahan konformasi pada protein (Muyonga et al., 2004; Wahyuningtyas et al., 2019).  
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Daerah Amida II pada GKIP kontrol menghasilkan rentang bilangan gelombang 

1431,23-1545,03 cm-1, TGA 0,01 = 1334,78-1539,25 cm-1, dan 1338,64-1537,32 cm-1 pada 

TGA 0,05. Vibrasi Amida II disebabkan oleh adanya deformasi ikatan -NH dalam protein. 

Adanya gugus Amida II menunjukkan adanya gugus CN stretching dan NH bending (Muyonga 

et al., 2004; Ahmad & Benjakul, 2011; Suptijah et al., 2018). Pada GKIP kontrol bilangan 

gelombang diidentifikasi dengan adanya regangan CN dan deformasi NH dari kelompok 

peptida (Ahmad & Benjakul, 2011; Muyonga et al., 2004), sedangkan pada GKIP TGA 0,01 

dan 0,05 menunjukkan adanya NH bending, ditambah dengan peregangan CN serta bending 

CH2 (Jamili et al., 2019; Muyonga et al., 2004;  Andakke et al., 2020; Ahmad & Benjakul, 

2011). Gugus Amida II (N-H) menunjukkan adanya protein dan ikatan peptida, di mana protein 

terdiri dari rangakain asam amino yang saling dihubungkan dengan suatu ikatan peptida 

membentuk ikatan hidrogen dengan molekul air (Rahmawati et al., 2015; Said, 2020), 

sedangkan vibrasi Amida II sesuai dengan deformasi atau refleksi ikatan N-H. Karbonil dan 

gugus amida berpartisipasi dalam ikatan hidrogen yang digunakan untuk mempertahankan 

struktur sekunder protein (Baggio et al., 2021). 

Daerah serapan Amida III pada GKIP kontrol menghasilkan bilangan gelombang 

1026,16-1084,03 cm-1, TGA 0,01 = 1276,92-1031,95 cm-1, sedangkan TGA 0,05 = 1240,27 -

1026,16 cm-1. Amida III merupakan kombinasi antara puncak stretching-CN dan bending-NH, 

vibrasi peregangan C-O dari rantai peptida pendek, serta merupakan signifikasi penyerapan 

wagging-CH2 dari backbone glisin dan rantai samping prolin (Muyonga et al., 2004; Ahmad & 

Benjakul, 2011; Wahyuningtyas et al., 2019). Menurut Suptijah et al. (2018) bilangan 

gelombang 1239,46 cm-1 mengidentifikasikan bahwa Amida III menunjukkan CH stretching 

dan NH bending. Intensitas Amida III berkaitan dengan adanya struktur triple heliks. Penelitian 

Benjakul et al. (2009) menyatakan bahwa pada bilangan gelombang 1237 cm-1 menunjukkan 

hilanganya struktur triple heliks pada molekul kolagen yang dikarenakan proses denaturasi 

menjadi gelatin. Pada penelitian ini bilangan gelombang yang mendekati adalah GKIP TGA 

0,01 (1240,27 cm-1) dan TGA 0,05 (1240,27 cm-1). Bilangan gelombang rentang 1000-1300 

cm-1 yang terdapat pada GKIP kontrol menujukkan adanya vibrasi peregangan C-O dari rantai 

peptida pendek yang terjadi akibat adanya degradasi rantai peptida (Nagarajan et al., 2012; 

Wulandari et al., 2016 ). Amplitudo tertinggi pada Amida III menunjukkan perubahan yang 

lebih besar pada struktur molekul α-heliks ke struktur kumparan acak yang terjadi akibat 

hilangnya struktur triple heliks selama proses denaturasi kolagen menjadi gelatin (Nagarajan et 

al., 2012). Puncak pada Amida III juga menunjukkan adanya vibrasi peregangan C-N dan 

deformasi ikatan N-H dari amida, serta adanya penyerapan wagging dari gugus CH2 dari 

backbone glisin dan rantai samping prolin (Nagarajan et al., 2012).  

Menurut penelitian Xu et al. (2022) penambahan TGA tidak mengubah struktur 

sekunder gelatin, dikarenakan modifikasi TGA menginduksi penyisipan ikatan isopeptida ε-(γ-

glutamyl)-lysine dan hilangnya gugus fungsi ε-amino, sehingga perubahan molekuler tidak 

terlalu mengubah struktur sekunder gelatin. Namun dengan adanya penambahan TGA dapat 

meningkatkan ikatan silang pada film gelatin, sehingga akan menyebabkan peningkatan 

kekuatan gel dan titik leleh, ketidaklarutan air yang lebih baik, permeabilitas uap air dan sifat 

mekanik yang baik, sehingga gelatin memiliki prospek aplikasi yang menjanjikan untuk 

pengemasan makanan atau obat (kapsul) dengan kelembaban tinggi (Peng et al., 2021; Xu et 

al., 2022). Pada Gambar 4.1 dapat dilihat bahwa puncak-puncak serapan paling banyak terdapat 

pada TGA 0,01, di mana banyaknya puncak serapan tersebut mengindikasikan banyaknya 

molekul di dalamnya. Pada daerah serapan Amida I dan II pada sampel GKIP dapat dilihat 

bahwa amplitudo GKIP TGA 0,01 lebih tinggi daripada sampel lain, yang mengindikasikan 
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bahwa jumlah crosslink intermolekuler yang lebih banyak pada GKIP TGA 0,01 (Muyonga et 

al., 2004).  

Spektrum senyawa yang diperoleh dalam penelitian GKIP menunjukkan adanya 

kelompok fungsional yang sama pada struktur gelatin pada umumnya yaitu terdiri dari karbon, 

hidrogen, hidroksil (OH), gugus karbonil (C=O), dan gugus Amina (NH) (Triastuti et al. 2017). 

Penambahan TGA meningkatkan pembentukan ikatan kovalen antar peptida dan ikatan 

hidrogen dengan molekul air sehingga memberikan sifat fisik yang baik untuk GKIP. Pada 

penelitian ini GKIP TGA 0,01 merupakan sampel yang optimum, dikarenakan pada sampel 

tersebut memiliki banyak molekul di dalamnya ditandai dengan banyaknya puncak serapan dan 

tingginya amplitudo pada daerah serapan Amida I dan II dikarenakan adanya crosslink antar 

molekul. 

4.2 Hasil Analisis Thin Layer Chromatography (TLC) Gelatin Kulit Ikan Patin dengan 

Penambahan Transglutaminase (TGA) 

Analisis Thin Layer Chromatography (TLC) pada penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui pengaruh penambahan TGA terhadap kandungan asam amino yang menyusun 

gelatin kulit ikan patin. Kromatografi merupakan teknik biofisik yang digunakan untuk 

identifikasi, pemisahan, dan pemurnian campuran komponen (molekul kecil sebagai asam 

amino, karbohidrat, dan lemak) untuk selanjutnya dianalisis secara kualitatif atau kuantitatif. 

Penelitian ini menggunakan Thin Layer Chromatography (TLC) dikarenakan memiliki 

kelebihan diantaranya dapat diaplikasikan untuk hampir semua senyawa, biaya yang tidak 

terlalu mahal serta pemisahan senyawa dalam waktu yang singkat (Coskum, 2016; Rosamah, 

2019). 

Hasil analisis TLC tersaji dalam bentuk nilai Rf (Retention/retardation factor) (Tabel 4.2) 

yang diukur dengan membandingkan jarak yang ditempuh susbtansi dan pelarut pada GKIP 

(Gelatin kulit ikan patin) kontrol (tanpa TGA) dan GKIP penambahan TGA (TGA 0,01 dan 

0,05) untuk selanjutnya diidentifikasi secara deskriptif kualitatif dengan melihat nilai 

Retardation Factor (Rf) dan warna pada plat KLT. Standar Sigma Aldrich® AAS18 digunakan 

sebagai asam amino standar dalam penelitian ini. Jenis asam amino berdasarkan nilai Rf dan 

warna setelah diujikan selanjutnya diidentifikasi berdasarkan Sen et al. (2012); Ramakrishnan 

et al. (2013); REACH Device LLC; dan 

https://www.socialcircleschools.com/userfiles/256/Classes/10195/macromolepics.pdf. Hasil 

analisis dapat dilihat pada (Tabel 4.2; Gambar 4.2; Lampiran 3). 

Tabel 4.2 Perbandingan Profil Asam Amino GKIP dengan Literatur 

No. Perlakuan 

Asam amino GKIP Referensi 

Jenis aa 
Rf 

Perhitung

an (cm) 

Warna Profil 

Asam Amino 

Kisaran 

Rf (cm) 

Warna Asam 

Amino 

1 K0 0,074 Merah orange 0,08 Merah orange Lisin 

  0,102 Merah muda 0,16 Merah muda Arginin 

  0,138 Ungu keabu2an 0,12 Ungu keabu2an 
Asam 

aspartat 

  0,138 Pink kemerahan 0,14 Pink kemerahan Valin 

https://www.socialcircleschools.com/userfiles/256/Classes/10195/macromolepics.pdf
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  0,222 Ungu keabu2an 0,37-0,41 Ungu keabu2an Sistein 

  0,222 Abu-abu krem 0,22 Abu-abu krem Prolin 

  0,268 Orange  
0,248-

0,26 
Orange  

Serin, 

Glisin 

  0,268 Orange 0,28 Orange Treonin 

  0,332 
Ungu 

kecoklatan 
0,30-0,38 Ungu kecoklatan 

Alanin, 

Asam 

glutamat 

  0,332 
Ungu 

kecoklatan 
0,34 Ungu kecoklatan 

Hidroksipr

olin 

  0,469 
Kuning 

kemerahan 
0,51 

Kuning 

kemerahan 
Metionin 

  0,549 
Kuning 

kemerahan 
0,44-0,53 

Kuning 

kemerahan 
Isoleusin, 

Tirosin 

  0,518 Ungu terang 0,51 Ungu terang Glutamin 

  0,584 
Merah muda 

ungu 
0,57-0,58 Merah muda ungu 

Triptofan, 

Leusin 

2 KI 0,064 Merah orange 0,08 Merah orange Lisin 

  0,468 Pink kemerahan 0,14 Pink kemerahan Valin 

  0,024 Ungu keabu2an 0,088 Ungu keabu2an Sistein 

  0,268 Abu-abu krem 0,22 Abu-abu krem Prolin 

  0,25 Orange 0,248 Orange Glisin 

  0,29 Orange 0,28 Orange Treonin 

  0,336 
Ungu 

kecoklatan 
0,34 Ungu kecoklatan 

Hidroksipr

olin 

  0,518 Ungu terang 0,51 Ungu terang Glutamin 

3 KII - - - - - 

 Ket : K0 (GKIP tanpa TGA); KI (GKIP TGA 0,01); KII (GKIP TGA 0,05) 
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Gambar 4.2 Hasil Identifikasi Profil Asam Amino pada Sampel Gelatin Kulit Ikan Patin (GKIP) 

Ket : S (Asam Amino Standar), K (GKIP kontrol), 0,01 (GKIP TGA 0,01) dan 0,05 (GKIP 

TGA 0,05) 

 

Berdasarkan Tabel 4.2 dan Gambar 4.2 terlihat bahwa asam amino yang muncul pada 

standar sebanyak 20 asam amino (Lisin, Arginin, Asam aspartat, Histidin, Valin, Sistein, Prolin, 

Serin, Glisin, Treonin, Alanin, Asam glutamat, Hidroksiprolin, Metionin, Isoleusin, Tirosin, 

Glutamin, Triptofan dan Leusin.), pada GKIP kontrol muncul 18 asam amino (Lisin, Arginin, 

Asam aspartat, Valin, Sistein, Prolin, Serin, Glisin, Treonin, Alanin, Asam glutamat, 

Hidroksiprolin, Metionin, Tirosin, Glutamin, Triptofan, Fenilalanin dan Leusin), GKIP TGA 

0,01 terlihat 8 asam amino (Lisin, Valin, Sistein, Prolin, Glisin, Treonin, Hidroksiprolin dan 

Glutamin), dan pada GKIP TGA 0,05 tidak teridentifikasi munculnya asam amino, namun 

terdapat noda pada daerah totolan dari GKIP TGA 0,05 yang menandakan bahwa sampel 

membentuk gumpalan sehingga asam amino tidak bisa terangkat ke atas oleh fase gerak. Tabel 

4.2 juga menunjukkan bahwa kandungan asam amino glisin terdapat pada sampel. Hal ini 

dikarenakan susunan asam amino pada gelatin hampir sama dengan kolagen, di mana glisin 

merupakan asam amino yang utama. Hasil penelitian ini selaras dengan kandungan asam amino 

kolagen dari kulit ikan striped catfish (P. hypophthalmus) yang paling dominan, yaitu glisin 

30,9 % dan prolin 12,0 % (Acid Soluble Collagen/ ASC); serta glisin 31,7 % dan prolin 12,6 % 

(Pepsin Soluble Collagen/ PSC) (Singh et al., 2011). Nasution et al. (2018) juga menyatakan 
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bahwa glisin dan prolin adalah dua asam amino utama dan hampir menempati seperempat dari 

total asam amino. 

Gelatin mengandung 19 asam amino yang dihubungkan dengan ikatan peptida membentuk 

rantai polimer panjang. Senyawa pada gelatin merupakan suatu polimer linier yang tersusun 

oleh satuan berulang asam amino glisin-prolin atau glisin-hidroksiprolin (Peranginangin et al., 

2005 dan Puspawati et al., 2017). Asam amino adalah bahan penyusun protein yang 

diklasifikasikan ke dalam asam amino esensial dan asam amino non-esensial. Asam amino 

esensial adalah asam amino yang tidak dapat disintesis oleh tubuh tetapi sangat diperlukan oleh 

tubuh. Asam amino esensial dalam kolagen diantaranya isoleusin, leusin, lisin, metionin, 

fenilalanin, treonin, valin dan arginin (Salman et al., 2021). Gelatin merupakan suatu protein 

yang memiliki nilai gizi yang rendah, dikarenakan di dalam gelatin tidak terkandung seluruh 

asam amino esensial pembentuk protein secara lengkap. Diketahui juga jika didalam suatu 

kandungan pangan memiliki asam amino esensial yang rendah akan berpengaruh pada kualitas 

pangan tersebut. Namun rendahnya asam amino esensial tersebut dapat diperbaiki dengan 

penambahan asam amino esensial dari luar dan selanjutnya akan diikatkan pada protein pangan 

yang dimaksudkan tadi. Begitu juga dengan adanya protein-protein yang memiliki sifat 

fungsional yang baik tetapi memiliki gizi yang rendah, dapat dilakukan peningkatan gizi dengan 

melakukan pengkayaan asam amino esensial yang akan diikat silang dengan menggunakan TG-

ase (Mayaspopha et al., 2015). Terdapat beberapa persyaratan mutu gelatin yang biasanya 

ditentukan oleh industri tergantung pada kegunaan gelatin. Nilai komersial gelatin semakin 

tinggi dengan semakin tingginya kekuatan gel dan viskositasnya (Peranginangin et al., 2005; 

Said et al., 2011).  

Sifat fisik utama gelatin adalah kekuatan gel dan titik leleh, yang diatur oleh komposisi 

asam amino (prolin dan hidroksiprolin), distribusi berat molekul dan rasio rantai/β dalam 

gelatin. Di mana kandungan asam amino pada gelatin bergantung pada asal bahan baku 

(Ratnasari et al., 2013). Karakteristik kimia dan teknis dari gelatin merefleksikan suhu 

lingkungan di mana asal spesies tersebut tinggal. Di mana kolagen yang berasal dari spesies 

yang hidup di lingkungan dengan temperatur rendah memiliki kandungan asam amino (prolin 

dan hidroksiprolin) yang rendah pula. Gelatin yang diproduksi dari kolagen di temperatur 

rendah mempunyai sejumlah ikatan hidrogen yang rendah dalam larutan air dan titik leleh yang 

lebih rendah dibandingkan dengan gelatin yang berasal dari spresies ikan dari lingkungan 

dengan temperatur tinggi (Peranginangin et al., 2005). Hal ini sesuai dengan pernyataan 

Gudmundsson, (2002) bahwa kolagen yang diekstraksi dari spesies ikan air hangat 

mengandung lebih banyak asam amino dibandingkan dengan ikan air dingin. Namun, gelatin 

dari ikan memiliki kandungan prolin dan hidroksiprolin yang rendah dibandingkan dengan 

gelatin yang berasal dari gelatin sapi dan babi, di mana kandungan prolin dan hidroksiprolin 

memiliki fungsi yang penting dalam meningkatkan stabilitas kolagen. Berikut merupakan 

kandungan asam amino dari beberapa ikan air tawar sebagai alternatif sumber kolagen 

(Ratnasari et al., 2013). 

Gelatin merupakan jenis protein hasil ektraksi dari kolagen sehingga secara umum 

memiliki komposisi asam amino yang menyerupai kolagen (Said et al., 2011). Asam amino 

pada gelatin diproduksi melalui proses asam atau basa, yang akan memecah ikatan-ikatan 

intermolekuler rantai asam amino. Proses tersebut juga memungkinkan ada beberapa rantai 

asam amino mengalami proses denaturasi dan proses pelarutan sehingga akan berdampak pada 

terjadinya perubahan komposisi asam amino. Pada saat proses hidrolisis kolagen dengan cara 

asam juga dapat membuat asam amino hilang (Nasution et al., 2018). Menurut Muatatea et al. 

(2019) hingga saat ini, belum ada metode hidrolisis yang dapat sepenuhnya membebaskan 

semua asam amino dari substrat protein dan memulihkannya 100%. Asam amino yang 

merupakan komponen penyusun protein kolagen sangat peka terhadap aktivitas zat asam. 
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Pemberian zat asam dalam proses pembuatan gelatin menyebabkan terjadinya pemisahan 

struktur ikatan-ikatan dalam protein secara parsial hingga terbentuknya molekul kolagen yang 

bisa larut. Pada saat perlakuan asam menyebabkan fibril kolagen mengalami swelling 

(pembekakan) dan cleavage (pecah) menjadi satuan fibrilar yang dikenal sebagai 

makromolekul tropokolagen dan pada akhirnya mengalami proses denaturasi (Said et al., 2011). 

Transglutaminase yang ditambahkan pada penelitian ini merupakan jenis enzim 

transferase yang memiliki nama sistematiknya protein-glutamin γ-glutamiltransferase (EC 

2.3.2.13). Transglutaminase mengkatalisis reaksi transfer asil antara gugus γ-karboksiamida 

pada protein, ikatan peptida dan berbagai jenis asam amino primer. Pada gugus ε-amino asam 

amino berupa lisin berperan sebagai penerima asil yang nantinya membentuk polimer dan 

ikatan silang intramolekular atau intermolekular pada protein melalui pembentukan ikatan ɛ-

(γ-glutamil)-lisin. Di mana ikatan tersebuat akan mengakibatkan perubahan pada gugus ε-

amino asam amino lisin dan akan menghasilkan amonia pada gugus karboksiamida di kelompok 

glutamin pada molekul protein. Air berperan penting sebagai penerima asil jika tidak ada gugus 

amino primer dan menghasilkan deaminasi gugus γ-karboksiamida kelompok glutamin 

membentuk asam glutamat (Sidauruk et al., 2017). Martins et al., (2014) menyatakan bahwa 

enzim Transglutaminase apabila digunakan untuk industri pangan akan meningkatkan kekuatan 

gel, stabilitas, viskositas, mengurangi sineresis (kehilangan air) dan meningkatkan sifat reologi. 

Penambahan Transglutaminase juga akan mengkatalis pembentukan ikatan silang (cross-

linking) protein myofibrillar dan menghasilkan struktur jaringan yang lebih padat dan kompak 

(Nugroho et al., 2019). Dengan padat dan kompaknya jaringan tersebut maka membuat pori-

pori film dari protein semakin kecil. Jika pori-pori semakin kecil maka akan menyebabkan daya 

serap air semakin rendah (Salimah et al., 2016). Semakin tinggi penambahan Transglutaminase 

maka pori-pori film gelatin akan semakin kecil. 

Uji Thin Layer Chromatography (TLC) pada penelitian ini menggunakan film gelatin 

dari kulit ikan patin yang dilarutkan dalam air, di mana sebelumnya telah ditambahkan dengan 

Transglutaminase dan sorbitol. Saat proses pelarutan, film gelatin yang ditambahkan TGA 

sukar larut di dalam air, sehingga film tidak larut dengan sempurna, berbeda dengan film 

kontrol (tanpa TGA) yang mudah larut dalam air. Yi et al. (2006) menyatakan bahwa 

penambahan plasticizer seperti gliserol, sorbitol, sukrosa, polietilen glikol juga dapat 

meningkatkan sifat mekanik film atau gel Film Gelatin. Selain itu, penambahan 

Transglutaminase mikroba (MTGase) juga dapat meningkatkan sifat film gelatin, dengan cara 

menambah ikatan silang pada strukturnya. Hal ini sesuai dengan Tabel 4.2 yang menjelaskan 

bahwa ditemukan 18 asam amino pada GKIP kontrol, 8 asam amino pada GKIP TGA 0,01 dan 

tidak muncul asam amino pada GKIP TGA 0,05. Semakin tinggi konsentrasi TGA maka 

semakin sedikit asam amino yang muncul dikarenakan asam amino pada sampel dengan 

penambahan TGA akan saling berikatan membentuk polimer peptida dan saling berikatan satu 

sama lain yang akan mengakibatkan sampel tidak bisa melewati plat silika. Di mana plat silika 

ini hanya bisa dilewati oleh asam amino saja. Secara komposisi asam amino pada penelitian ini 

menunjukkan bahwa ekstrak kulit ikan patin yang dihasilkan merupakan gelatin karena 

memiliki komposisi asam amino glisin, alanin dan prolin pada GKIP kontrol, namun untuk 

mengetahui asam amino pada GKIP TGA perlu dilakukan uji lanjutan lagi. 
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BAB V  

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah: 

1. Hasil pengujian FTIR pada gelatin kulit ikan patin (GKIP) didapatkan gugus fungsi 

yaitu O-H, N-H, C-H, C=O dan CN. Spektrum FTIR dari GKIP kontrol, TGA 0,01 dan 

TGA 0,05 memiliki daerah serapan pada Amida A, I, II, dan III. Sedangkan daerah 

serapan Amida B hanya terdapat pada GKIP TGA 0,05. Daerah serapan Amida I dan II 

pada GKIP TGA 0,01 memiliki amplitudo yang tinggi daripada sampel yang lain di 

mana hal ini berkaitan dengan jumlah crosslink intermolekuler yang lebih banyak atau 

dalam batas optimum, selain itu pada GKIP TGA 0,01 juga memiliki banyak puncak 

serapan yang menandakan banyaknya molekul yang ada di dalamnya. 

2. GKIP kontrol mengandung jenis asam amino yang lebih banyak daripada GKIP dengan 

penambahan TGA. Asam amino yang terdapat pada GKIP kontrol diantaranya Lisin, 

Arginin, Asam aspartat, Valin, Sistein, Prolin, Serin, Glisin, Treonin, Alanin, Asam 

glutamat, Hidroksiprolin, Metionin, Tirosin, Glutamin, Triptofan, Fenilalanin dan 

Leusin. Asam amino pada GKIP TGA 0,01 adalah Lisin, Valin, Sistein, Prolin, Glisin, 

Treonin, Hidroksiprolin dan Glutamin, sedangkan pada gelatin TGA 0,05 tidak muncul 

asam amino dikarenakan asam amino telah membentuk polimer peptida yang saling 

berikatan satu sama lain sehingga tidak bisa melewati plat silika untuk diidentifikasi.  

 

5.2 Saran 

Saran dalam penelitian ini yaitu perlu diadakan penelitian lanjutan untuk mengetahui 

konsentrasi asam amino pada gelatin kulit ikan patin dengan penambahan TGA melalui 

prosedur dan analisis yang lebih detail sehingga dapat diketahui pengaruh adanya TGA 

pada sampel tersebut. 
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Lampiran 2. Karakteristik Gugus Fungsi pada GKIP dengan Menggunakan Spektrofotometer 

FTIR 

- Spektrum hasil pengukuran GKIP kontrol  

 

Perlakuan 

Kisaran 

Serapan 

Bilangan 

Gelombang 

(cm-1) 

Identifikasi 

Senyawa 
Puncak Keterangan Gugus Fungsi Referensi 

GKIP 

Kontrol (0 

TGA) 

3200-3600 Amida A 3433.41 
Vibrasi peregangan  N-H 

bebas 

Nagarajan et al., 

2012; Muyonga 

et al., 2004; 

Ahmad & 

Benjakul, 2011 

2915-1935 Amida B  - -  

Muyonga et al., 

2004; Derkach et 

al., 2019; 

Andakke et al., 

2020 

1600-1700 Amida I 

1745,64 
Peregangan ikatan karbonil 

C=O 

Roberto et al., 

2014; Muyonga 

et al., 2004; 

Fadlelmoula et 

al., 2022 

1653.05 

Peregangan C=O atau ikatan 

hidrogen yang berpasangan 

dengan COO- 

Jamili et al., 2019 

1639.55 

Regangan C=O dan O-H 

yang berpasangan dengan 

gugus karboksil (COOH) 

Wulandari et al., 

2016 
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1335-1661 Amida II 
1545.03 

 

Regangan CN dan deformasi 

NH dari kelompok peptida 

Ahmad & 

Benjakul, 2011; 

Muyonga et al., 

2004 

  1431.23 Adanya gugus C-H 
Wulandari et al., 

2016 

1000-1300 Amida III 
1084.03 

1026.16 

Vibrasi peregangan C-O dari 

rantai peptida pendek 

Nagarajan et al., 

2012; Ahmad & 

Benjakul, 2011; 

Muyonga et al., 

2004 

      

 

- Spektrum hasil pengukuran GKIP TGA 0,01 

 

Perlakuan 

Kisaran 

Serapan 

Bilangan 

Gelombang 

(cm-1) 

Identifikasi 

Senyawa 
Puncak 

Keterangan Gugus 

Fungsi 
Referensi 

GKIP 

TGA 0,01 
3200-3600 Amida A 3311.89 

Vibrasi regangan 

pada gugus O-H 

Muyonga et al., 

2004; Ahmad & 

Benjakul, 2011; 

Arkam et al., 2022 
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2915-1935 Amida B - -  

Muyonga et al., 

2004; Derkach et 

al., 2019; Andakke 

et al., 2020 

1600-1700 Amida I 1641.48 

Regangan C=O 

dan O-H yang 

berpasangan 

dengan gugus 

karboksil (COOH) 

Muyonga et al., 

2004; Fadlelmoula 

et al, 2022; 

Wulandari et al., 

2016 

1661-1335 Amida II 

1539.25 
NH bending, 

ditambah dengan 

peregangan CN, 

bending CH2 

Jamili et al., 2019; 

Muyonga et al., 

2004;  Ahmad & 

Benjakul, 2011; 

Andakke et al., 

2020 

1446.66 

1408.08 

1334.78 

1000-1300 Amida III 

1276.92 Regangan CN 

Muyonga et al., 

2004; Roberto et 

al., 2014 

1240.27 NH bending Jamili et al., 2019 

1159.26 

Vibrasi 

peregangan C-O 

dari rantai peptida 

pendek 

Ahmad & 

Benjakul, 2011 

1078.24 

Vibrasi 

peregangan 

asimetris dari 

gugus fosfat 

protein yang 

digabungkan 

dengan -CH2 dari 

reisdu asam amino 

Ahmad & 

Benjakul, 2011 

1053.17 

1031.95 

Vibrasi 

peregangan C-O 

dari rantai peptida 

pendek 

Nagarajan et al., 

2012; Ahmad & 

Benjakul, 2011 
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- Spektrum hasil pengukuran GKIP TGA 0,05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perlakuan 

Kisaran 

Serapan 

Bilangan 

Gelombang 

(cm-1) 

Identifikasi 

Senyawa 
Puncak 

Keterangan Gugus 

Fungsi 
Referensi 

GKIP 

TGA 

0,05 

3200-3600 Amida A 3408.33 
Vibrasi peregangan N-

H bebas 

Muyonga et 

al., 2004; 

Ahmad & 

Benjakul, 

2011; 

Nagarajan et 

al., 2012 

2915-2935 Amida B 2922.25 

Vibrasi peregangan 

asimetris C-H dari -

CH2 

Nagarajan et 

al., 2012; 

Muyonga et 

al., 2004; 

Derkach et al., 

2019; 

Andakke et al., 

2020 

1600-1700 Amida I 1635.69 

Regangan C=O dan O-

H yang berpasangan 

dengan gugus 

karboksil (COOH) 

Wulandari et 

al., 2016; 

Muyonga et 

al., 2004; 

Fadlelmoula et 

al, 2022 
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1335-1661 Amida II 
1537.32 

1411.94 

NH bending, ditambah 

dengan peregangan 

CN, bending CH2 

Jamili et al., 

2019; 

Muyonga et 

al., 2004;  

Andakke et al., 

2020; Ahmad 

& Benjakul, 

2011 

1000-1300 Amida III 

1240.27 
NH2 bending, 

Regangan CN 

Andakke et al., 

2020; 

Muyonga et 

al., 2004 

1151.54 

Vibrasi peregangan C-

O dari rantai peptida 

pendek 

Ahmad & 

Benjakul, 

2011 

1080.17 

Vibrasi peregangan 

asimetris dari gugus 

fosfat protein yang 

digabungkan dengan -

CH2 dari reisdu asam 

amino 

Ahmad & 

Benjakul, 

2011 
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Lampiran 3. Tabel Identifikasi Hasil Analisis Thin Layer Chromatography (TLC) pada Asam 

Amino Standar dengan Menggunakan Image J 

 

Asam Amino Standar 

 Area Mean Min Max Angle 
Lengt

h 

Jarak 

pelar

ut 

(cm) 

Rf 

Jenis 

Asam 

Amino 

1 0.004 163.008 
113.33

3 
190 90 0,592 8 0,074 Lys 

2 0.006 155.948 
113.33

3 
190 90 0,816 8 0,102 Arg 

3 0.008 151.552 
113.33

3 
190 90 1,102 8 0,13775 

Asp, His, 

Val 

4 0.012 159.321 
113.33

3 
190 90 1,776 8 0,222 Cys, Pro 

5 0.015 155.192 
113.33

3 
190 90 2,143 8 0,267875 

Ser, Gly, 

Thr 

6 0.018 149.984 
113.33

3 
190 90 2,653 8 0,331625 

Ala, Glu, 

Hyp 

7 0.026 154.917 
113.33

3 
190 90 3,755 8 0,469375 

Met, Ile, 

Tyr 

8 0.028 154.984 
113.33

3 
190 90 4,143 8 0,517875 Gln 

9 0.030 154.881 
113.33

3 
190 90 4,388 8 0,5485 Trp 

10 0.032 154.262 
113.33

3 
190 90 4,673 8 0,584125 Phe, Leu 
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Lampiran 4. Dokumentasi Kegiatan 

No. Foto Kegiatan Keterangan 

  Preparasi Kulit Ikan Patin 

1 Kulit ikan patin dibersihkan dari sisa 

daging dan lemak dengan scrap manual 

menggunakan pisau 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

2 Dicuci dengan aquades 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

3 Kulit ikan patin di simpan dalam freezer 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

Ekstraksi Gelatin 

1 Kulit ikan patin ditimbang sebanyak 30 

gram 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

2 Direndam pada CH3COOH 0,12 mol dan 

diaduk selama 60 menit 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 
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3 Dibilas dengan air mengalir hingga pH 

netral (pH 6 - 7 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

4 Kulit ikan patin direndam pada NaOH 0,2 

mol dan diaduk selama 40 menit 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

5 Dibilas dengan air mengalir hingga pH 

netral (pH 6 - 7) 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

6 Dipanaskan dengan waterbath pada suhu 

60℃ selama 60 menit 

 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

7 Hasil ekstraksi disaring dan didiamkan 

sebentar 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

8 Gel gelatin disimpan pada freezer hingga 

membeku 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 
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9 Pengeringan gel gelatin dilakukan dengan 

Freeze dryer 

 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

10 Gelatin dimasukkan ke dalam oven dengan 

suhu 60℃ selama 15 menit 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

Penambahan TGA dan Pembuatan Film Gelatin Ikan Patin 

1 Gelatin ditimbang sebanyak 1 gram 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

2 Gelatin dilarutkan pada 20 ml aquades 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

3 Gelatin dimasukkan ke dalam oven dengan 

suhu 60℃ selama 15 menit 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

4 1. Tanpa TGA : 9,90 ml larutan gelatin 

2. TGA 0,01 gr : 9,89 ml larutan 

gelatin + 0,01 gr TGA 

3. TGA 0,05 gr : 9,85 ml larutan 

gelatin + 0,05 gr TGA 
 

(Dok. Pribadi, 2021) 
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5 Ditambahkan sorbitol sebanyak 0,1 ml pada 

setiap perlakuan 

 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

6 Dihomogenkan dengan magnetic stirer 

selama 10 menit dan pada suhu 50℃ 

 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

7 Dituangkan pada cawan petri 

 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

8 Dikeringkan pada lemari pendingin, dan 

ditunggu sampai film gelatin benar-benar 

kering 

 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 

Analisis Gugus Fungsi 

1 Disiapkan film gelatin ikan patin yang telah 

dimodifikasi  

 

 
(Dok. Pribadi, 2021) 
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2 Film dimasukkan kedalam cetakan  (Agilent 

Technologies Polystyrene Sample) 

 

 
3 Cetakan dimasukkan ke dalam FTIR 

(Model FTIR IR Prestige - 21 

SHIMADZU) untuk dilakukan 

penembakan oleh infra red 

 
 

 
4 Dilakukan running dan hasil akan keluar 

pada komputer 

 

 
Analisis Profil Asam Amino : Preparasi 

1 1,5 gram gelatin dilarutkan dalam 10 ml 

akuades 

 
(Dok. Pribadi, 2022) 

1 Fase gerak (Pelarut)  

n-butanol : asam asetat : akuades 

6 : 2 : 2 

 
(Dok. Pribadi, 2022) 

3 Penyemprot 

2 gr Ninhydrin + 100 ml n-butanol 
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(Dok. Pribadi, 2022) 

4 Plat silika gel (KLT Silica gel 60 F254 dari 

Merck Jerman) dengan ukuran 25 x 25 

dengan batas atas 1 cm dan bawah 1 cm 

 
(Dok. Pribadi, 2022) 

 
Analisi Profil Asam Amino 

1 Sampel dan asam amino standar ditotolkan 

pada plat silika 

 

 
(Dok. Pribadi, 2022) 

2 Plat silika dimasukkan ke dalam pelarut 

 
(Dok. Pribadi, 2022) 

3 Plat silika dikeringkn dengan hair dryer 

 
(Dok. Pribadi, 2022) 
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4 Disempot larutan Ninhydrin  

 
(Dok. Pribadi, 2022) 

5 Plat silika dimasukkan ke oven dengan suhu 

80℃ selama 15 menit 

 
(Dok. Pribadi, 2022) 

6 Dihitung nilai Rf 

 
(Dok. Pribadi, 2022) 

 

 

 
 

 

N𝑖𝑙𝑎𝑖 𝑅𝑓 =
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑧𝑎𝑡

𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡
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