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PENGARUH UKURAN TUBUH TERHADAP
KEMURNIAN DAN GUGUS FUNGSI GELATIN KULIT
IKAN PATIN (Pangasius hypophthalmus)

Nama Mahasiswa : Gina Raasyidatus Sabiyla

NRP :  01311640000039

Departemen . Biologi

Pembimbing - Noor Nailis Sa'adah, S.Si, M.Sc
Abstrak

Gelatin merupakan biopolimer produk denaturasi kolagen yang
banyak dimanfaatkan dalam berbagai bidang. Sifat gelatin
dipengaruhi oleh crosslink pada kolagen, dimana perbedaan
crosslink kolagen dipengaruhi oleh ukuran atau usia hewan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ukuran tubuh
terhadap kemurnian dan gugus fungsi gelatin kulit ikan patin (P.
hypophthalmus). Kulit ikan patin dengan ukuran meliputi ikan
kecil (total ukuran panjang tubuh 38,9 £ 0,5 cm) dan ikan besar
(total ukuran panjang tubuh 48,6 + 1,9 cm) diekstraksi dengan
pretreatment asam dan basa untuk memperoleh kolagen, kemudian
didenaturasi menjadi gelatin. Analisis kemurnian gelatin
dilakukan dengan menggunakan RP-HPLC menghasilkan nilai
kemurnian 34,36-86,24% untuk gelatin kulit ikan patin ukuran
kecil dan 67,57-85,59% untuk gelatin kulit ikan patin ukuran
besar. Analisis spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin ukuran kecil
dan besar menunjukkan bilangan gelombang yang hampir sama
pada daerah serapan amida A, B, I, 11, dan 11l. Pada kedua gelatin
kulit ikan patin ukuran kecil dan besar terdapat gugus fungsi O-H,
C-H, N-H, C=0, C=N, C=C, dan N=0.

Kata Kunci : gelatin, gugus fungsi, kemurnian, kulit ikan patin,
ukuran tubuh






THE EFFECT OF SIZE IN PURITY AND FUNCTIONAL
GROUP OF GELATIN EXTRAXTED FROM STRIPED
CATFISH SKIN (Pangasius hypophthalmus)

Student Name . Gina Raasyidatus Sabiyla

Number : 01311640000039

Departement . Biology

Supervisor - Noor Nailis Sa'adah, S.Si, M.Sc
Abstract

Gelatin is a biopolymer of collagen denaturation products that is
widely used in various industry. The nature of gelatin is influenced
by crosslinks on collagen, differences in collagen crosslinks are
influenced by the size or age of the animal. The aim of this study
were to determine the effect of body size on the purity and
functional groups of striped catfish skin gelatin (P.
hypophthalmus). Striped catfish skins of different sizes include
small fish (total body length 38.9 £ 0.5 cm) and large fish (total
body length 48.6 + 1.9 cm) extracted with acid and base
pretreatment to obtain collagen, then denatured to gelatin. Purity of
gelatin were analysis by RP-HPLC and result purity values 34.36-
86.24% for small size striped catfish skin gelatin and 67.57-
85.59% for large striped catfish skin gelatin. FTIR spectra analysis
of small and large striped catfish skin gelatin result wavenumbers
that are almost same in amide A, B, |, II, and Il region. In both
striped catfish skin gelatin small and large sizes there are O-H, C-
H,N-H,C=0,C =N, C=C, and N = O functional groups

Keyword : functional group, gelatin, purity, size, striped catfish
skin

Xi



Xii



KATA PENGANTAR

Puji syukur penulis haturkan kepada Tuhan Yang Maha Esa
yang telah melimpahkan rahmat-Nya, sehingga penulis dapat
menyusun naskah Tugas Akhir dengan judul “Pengaruh Ukuran
Tubuh terhadap Kemurnian dan Gugus Fungsi Gelatin Kulit Ikan
Patin (Pangasius hypophthalmus)” sebagai salah satu syarat
kelulusan pada Departemen Biologi, Fakultas Sains dan Analitika
Data, Institut Teknologi Sepuluh Nopember.

Penulis mendapatkan banyak sekali doa dan bantuan dari
berbagai pihak dalam menyelesaikan naskah Tugas Akhir ini. Atas
berbagai bantuan dan dukungan tersebut, pada kesempatan ini
penulis menyampaikan ucapan terima kasih kepada :

1. Allah SWT, yang senantiasa memberikan perlindungan
sehingga penulis berkesempatan mengerjakan tugas akhir.

2. Kedua Orang Tua dan keluarga, yang tiada henti-hentinya
memberikan semangat dan kasih sayang serta doa kepada
penulis.

3. Ibu Noor Nailis Saadah, S.Si, M.Sc selaku pembimbing tugas
akhir yang tidak kenal lelah memberikan semangat, motivasi
ilmu, waktu, dan bimbingan kepada penulis

4. lbu Dr. Dewi Hidayati, S.Si, M.Si, Bapak Dr. Nurul Jadid,
M.Sc, Bapak Dr.rer.nat Edwin Setiawan, M.Sc, dan Bapak
Dr.rer.nat Arif Lugman yang memberikan masukan dalam
penyusunan naskah Tugas Akhir ini

5. Teman-teman Laboratorium Zoologi dan Rekayasa Hewan, B-
19, Tim Pemandu Peradaban, dan seluruh pihak yang
memberikan dukungan dalam penyusunan naskah Tugas Akhir
ini
Penulis menyadari bahwa penulisan naskah ini masih

memiliki banyak kekurangan. Namun, besar harapan penulis agar

naskah tugas ahir ini dapat bermanfaat.

Surabaya, 4 Agustus 2020

Penulis

Xiii



Xiv



DAFTAR ISl

Halaman
LEMBAR PENGESAHAN .......coiiiiit e vii
ABSTRAK ..ottt iX
ABSTRACT ..ot e Xi
KATA PENGANTAR ...ttt Xiii
D Y = G 1 USSR XV
DAFTAR TABEL ..ot Xvii
DAFTAR GAMBAR......coieeeirerese e XiX
DAFTAR LAMPIRAN ..ottt XXi
BAB | PENDAHULUAN .......oooiiiecececece e 1
1.1 Latar Belakang ......cccocveviiieiiciececc e 1
1.2 Rumusan Masalah...........ccocoivininineissse e 4
1.3 Batasan Masalah ...........cccccvievviieie i 4
1.4 TUJUN et 4
1.5 MaNFAAL ..o 4
BAB Il TINJAUAN PUSTAKA ... 5
2.1 lkan Patin (Pangasius hypophthalmus).........c.cccccevevviviiinennene. 5
2.1.1 MOIfOlOQi..ccueiiviiieie e 7
2.1.2 Potensi 1Kan Patin..........cccooeieiieriniie e 8
2.2 KUIE TKAN 1. 9
2.3 KOIAGEN ..ottt s 11
2.4 GEIALIN......ccieiece e 15
2.4.1 Gelatin TKaN .....ccvevveiee e 18
2.4.2 Asam Amino Gelatin Kulit IKan...........ccoccoevvvvenninininnnns 19
2.4.3 Gugus Fungsional Gelatin Kulit Ikan............ccccooevvinnnine 22
2.5 EKstraksi Gelatin.........c.cccovvveriieiieieseese e 23
2.6 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)........... 26
2.7 Fourier Transform Infrared (FTIR) .......cccooveveiiviiieniieie. 28
BAB 11l METODE PENELITIAN ..c.oooviiiecece e 31
3.1 Waktu dan Tempat Penelitian...........ccccooevveenieiieencnene, 31
3.2 Alat dan Bahan............ccccceviveiiiiiie i 31
3.3 Metode yang Digunakan ............ccccovverininenenenieneieesniens 31

XV



3.3.1 Preparasi Kulit 1kan Patin...........cccoceovivniinininenccee 31

3.3.2 EKSLraksi GeIALIN ...covcvveeeiiriie e rreie e sttt e s rerree e srre e e s sraeee e 32
3.3.5 Analisis Kemurnian Gelatin........ccccoovveveiveviee i sieeeeens 33
3.3.4 Analisis Gugus Fungsional Gelatin..............cccooeverennennn. 34
3.4 ANALISIS DAA........vveeeiiriiee ittt ettt e e st e e s serre e e s serreee e 34
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN. ..., 37
4.1 Analisis Kemurnian Gelatin Kulit Ikan Patin...........ccc.oo...... 37
4.2 Analisis Spektrum FTIR Gelatin Kulit Ikan Patin ................ 45
BAB V PENUTUP ... oottt 57
5.1 KESIMPUIAN.....coiiiiiiiceecce e e 57
5.2 SAraN ..o 57
DAFTAR PUSTAKA . ...t 59
LAMPIRAN oottt ettt r ettt e s et e e naae e e s aaee s 73
BIODATA PENULIS. ...t 81

XVi



Tabel 2.1
Tabel 2.2
Tabel 2.3
Tabel 2.4

Tabel 3.1

Tabel 3.2

Tabel 4.1

Tabel 4.2

Tabel 4.3

Tabel 4.4

Tabel 4.5

Tabel 4.6

DAFTAR TABEL

Hubungan Usia dengan Panjang dan
Berat Ikan Patin.........................o..
Tipe kolagen dan letaknya..................
Penggunaan Gelatin .........................
Perbedaan kandungan asam amino pada
gelatin ikan dan gelatin mamalia...............

Perlakuan ekstraksi gelatin kulit ikan
patin ukuran kecil......................
Perlakuan ekstraksi gelatin kulit ikan
patin ukuran besar...........c.cccevniennnne

Hidrofobisitas asam amino gelatin...........
Perbandingan komposisi asam amino
gelatin kulit ikan patin dan gelatin
MAMALIA. ....eeeviece e
Perbandingan kandungan asam amino
gelatin kulit ikan patin..........ccccoovvineee
Hasil Spektrum FTIR Gelatin Kulit Ikan

Patin Ukuran KecCil.........cccoeoviviininnnnn.
Hasil Spektrum FTIR Gelatin Kulit Ikan

Patin Ukuran Besar ..........ccocvevvvviivernnnnn.

XVii

Halaman

13

18

21

33

33

40

41

42

43

48

49



XVili



Gambar 2.1
Gambar 2.2
Gambar 2.3
Gambar 2.4
Gambar 2.5
Gambar 2.6
Gambar 2.7

Gambar 4.1
Gambar 4.2

DAFTAR GAMBAR

Morfologi Ikan Patin.....................
Histologi Kulit ikan......................
Struktur triple heliks kolagen...........

Konfigurasi kimia gelatin.....................

Denaturasi kolagen menjadi gelatin....

Gelatin terdiri dari berbagai rantai peptida...
Komponen HPLC...................c

Kromatogram hasil purifikasi gelatin..

Spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin

XiX



XX



Lampiran 1
Lampiran 2
Lampiran 3

Lampiran 4

DAFTAR LAMPIRAN

Kromatogram hasil purifikasi gelatin kulit
ikan patin ukuran kecil ......................
Kromatogram hasil purifikasi gelatin kulit
ikan patinukuranbesar........................
Spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin
ukuran kecil...............ooo,
Spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin
ukuran besar..........coovviiiiiiiiiiiiiiiaaas

XXi

Halaman

73

75

77

79



XXii



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Gelatin merupakan kumpulan beberapa polipeptida dengan
berat molekul tinggi yang merupakan derivat dari kolagen. Bahan
utama dari gelatin adalah kolagen dari tulang, kartilago, dan kulit
binatang (Eryilmas et al., 2017; Azilawati et al., 2014). Gelatin
tersusun atas protein (85-92%), garam mineral, dan air yang
dihasilkan melalui hidrolisis parsial kolagen (Duconseille et al.,
2015). Hidrolisis parsial kolagen memecah ikatan silang (cross-
linked) dan beberapa ikatan peptida menghasilkan produk
hidrokoloid yang larut dalam air (Pradarameswari et al., 2017;
Brigham, 2018). Gelatin telah dimanfaatkan secara luas di berbagai
bidang, diantaranya industri farmasi, kosmetik, dan makanan
(Boran dan Regenstein, 2010; Jongjareonrak et al., 2006).

Konsumsi gelatin di seluruh dunia mencapai 450,7 kiloton
pada tahun 2018. Sebagian besar gelatin komersial berasal dari
kulit babi (46%), kulit sapi (29,4%), tulang (23,1%), dan sumber
lain (1,5%) (Huang et al., 2019; Apri et al., 2017). Beberapa bahan
tersebut dihindari oleh beberapa keyakinan seperti Judaism dan
Islam yang melarang konsumsi produk yang berbahan babi, serta
umat Hindu yang tidak mengkonsumsi produk berbahan sapi.
Selain itu, adanya wabah penyakit sapi gila atau mad cow disease
(bovine spongiform encephalopathy/BSE) dan penyakit pada
mulut dan kaki (foot-and-mouth disease/FMD) menyebabkan
beberapa negara meningkatkan permintaan gelatin dari sumber lain
(Karim dan Bhatt, 2009). Salah satu sumber alternatif yang telah
banyak diteliti adalah ikan.

Berdasarkan data Kementerian Kelautan Perikanan (2018),
jumlah produksi perikanan 23,26 juta ton yang terdiri 6,04
juta ton dari produksi perikanan tangkap dan 17,22 juta
ton dari produksi budidaya. Limbah yang dihasilkan dari
kegiatan perikanan sebesar 20-30% dari produksi ikan. Salah satu
ikan yang produksinya terus meningkat adalah ikan patin



(Pangasius hypophthalmus). Dalam skala industri, ikan patin
diproduksi dalam bentuk filet (daging ikan tanpa tulang), sehingga
menghasilkan limbah yang terdiri dari kulit, tulang, kantung renang
dan kepala. Sebanyak 30% dari total limbah pengolahan ikan
adalah kulit ikan yang tinggi akan kandungan kolagen (Sudirman
et al., 2018; Kumar et al., 2017). Kulit ikan patin telah terbukti
dapat dijadikan sebagai bahan baku pembuatan gelatin yang
diproduksi melalui ekstraksi dengan proses asam ataupun basa
(Nasution et al., 2018; Singh dan Benjakul, 2017; Alfarisy, 2019;
Asih et al., 2019).

Karakteristik — gelatin  dipengaruhi  beberapa faktor,
diantaranya bahan baku (jenis spesies, kulit, tulang), umur hewan
(mempengaruhi crosslinking pada kolagen), proses ekstraksi (pH,
suhu) dll. (Gomez et al., 2008). Selain itu, karakteristik gelatin juga
ditentukan berdasarkan beberapa parameter seperti kekuatan gel,
komposisi asam amino, viskositas, titik leleh, dan gugus fungsi
gelatin. Salah satu faktor yang mempengaruhi kekuatan gel adalah
konsentrasi gelatin (See et al., 2010). Perbandingan antara
konsentrasi gelatin sampel dengan gelatin komersial dapat
digunakan untuk menentukan kemurnian gelatin. Konsentrasi
komponen penyusun gelatin dapat diketahui melalui pemisahan
senyawa berdasarkan polaritasnya. Polaritas atau hidrofobisitas
gelatin dipengaruhi oleh rantai samping yang dimiliki gelatin.
Gelatin merupakan protein yang yang memiliki gugus bermuatan
tertentu pada asam amino hidrofilik ataupun hidrofobik (Schrieber
dan Gareis, 2007). Abdelhedi et al (2019), menyatakan bahwa
gelatin kaya akan kandungan asam amino hidrofobik atau non
polar, seperti prolin, glisin, dan leusin, sehingga tidak mudah larut
dalam air. Penelitian Sinthusamran et al (2015), membuktikan
bahwa gelatin yang berasal dari kulit ikan kakap putih dengan
ukuran atau usia yang berbeda memiliki komposisi kimia dan
karakteristik yang berbeda. Hasil penelitian menunjukkan total
asam amino prolin dan hidroksiprolin pada gelatin kulit ikan kakap
putih ukuran 2 kg (23.36 g/100 g) dan 4 kg (23.12 g/100 g), lebih
tinggi dibanding ikan kakap putih ukuran 6 kg (21.57 g/100 g).



Kandungan asam amino juga menentukan gugus fungsional
gelatin. Gugus fungsi gelatin menunjukkan reaktivitas molekul-
molekul serta struktur molekul asam amino yang menyusun gelatin
(Solomon et al., 2014; Amertaningtyas et al., 2017). Hasil uji
spektrum FTIR untuk mengetahui gugus fungsi gelatin,
menunjukkan bahwa pada daerah serapan Amida B, menunjukkan
nilai panjang gelombang yang lebih rendah pada gelatin kulit ikan
ukuran 6 kg (2923 cm) dibanding ikan ukuran 2 kg dan 4 kg (2918
cmt; 2922 cmt). Hal tersebut menunjukkan bahwa crosslink yang
lebih tinggi pada gelatin kulit ikan ukuran 6 kg lebih tinggi
dibanding ukuran 2 kg dan 4 kg (Sinthusamran et al., 2015).

Ukuran ikan akan meningkat seiring dengan peningkatan
usia. Penelitian Aida dan Utomo (2015), menunjukkan bahwa
peningkatan usia pada ikan patin (P. hypophthalmus)
mengakibatkan peningkatan ukuran tubuh ikan. Ikan patin berusia
6 bulan mencapai panjang 38,7 cm dan berat 583,3 gram dan pada
usia 9 bulan mencapai 49,1 cm dan berat 1.252,8 gram.
Peningkatan usia berpengaruh terhadap stabilitas kolagen, yakni
meningkatkan jumlah dan stabilitas crosslink, sehingga
berpengaruh terhadap stabilitas kolagen ketika didenaturasi.
Kolagen dengan crosslink yang lebih luas seperti pada hewan yang
dewasa, memerlukan proses pemecahan ikatan silang yang lebih
untuk denaturasi menjadi gelatin (Muyonga et al., 2004). Salah
satu faktor yang mempengaruhi perbedaan crosslinks pada kolagen
adalah komposisi asam amino (Kumar et al., 2017)

Penelitian Alfarisy (2019), melaporkan bahwa ekstraksi
gelatin dari kulit ikan patin menghasilkan gelatin dengan kekuatan
gel 223-446 g dan viskositas 6,53-7,4 cp untuk ikan patin ukuran
kecil. Sedangkan untuk ikan patin ukuran besar menghasilkan
kekuatan gel 154-199 g dan viskositas 3,60-3,66 cp. Namun
penelitian mengenai kemurnian dan gugus fungsi gelatin kulit ikan
patin berdasarkan ukuran tubuh yang berbeda belum dilakukan.
Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui sifat
gelatin yang diekstraksi dari kulit ikan patin dengan ukuran yang
berbeda, meliputi kemurnian dan gugus fungsional gelatin.



1.2 Rumusan Masalah

Permasalahan dalam penelitian ini adalah bagaimana
pengaruh ukuran tubuh terhadap kemurnian dan gugus fungsi
gelatin kulit ikan patin (P. hypophthalmus).

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah :

1. Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi berdasarkan
optimasi dari penelitian Alfarisy (2019), berdasarkan
variabel perendaman asam, perendaman basa, dan suhu
ekstraksi

2. Ukuran tubuh ikan patin (P. hypophthalmus) dikategorikan
dalam 2 ukuran yaitu ikan kecil (total ukuran panjang
tubuh 38,9 = 0,5 cm dengan rata-rata berat 454,6 £ 17,1
gram) dan ikan besar (total ukuran panjang tubuh 48,6 +
1,9 cm dengan rata-rata berat 1.194 + 27,0 gram).

3. Kulit ikan patin (P. hypophthalmus) yang digunakan
diambil dari pabrik fillet ikan patin yang dibudidayakan di
Tulungagung, Jawa Timur.

4. Produksi gelatin kulit ikan patin (P. hypophthalmus)
dilakukan dalam skala laboratorium.

1.4 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
perbedaan ukuran tubuh terhadap kemurnian dan gugus fungsi
gelatin kulit ikan patin (P. hypophthalmus).

1.5 Manfaat

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi dalam
pengolahan limbah kulit ikan patin menjadi gelatin serta dapat
memberikan informasi data bahan baku yang optimal untuk gelatin
ikan patin berdasarkan ukuran tubuh.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan Patin (Pangasius hypophthalmus)

Ikan patin merupakan kelompok ikan Pangasius atau
Pangasiidae yaitu jenis ikan bersungut atau catfish yang hidup di
air tawar. lkan patin banyak dimanfaatkan sebagai komoditas
akuakultur untuk konsumsi atau sebagai ikan hias (Gustiano, 2009;
Anshary et al., 2013). Ikan patin merupakan salah satu ikan air
tawar yang potensial di Indonesia. Produksi ikan patin di Indonesia
terus mengalami peningkatan setiap tahun vyaitu mencapai
319.966 ton pada tahun 2017 dan 391.151 ton pada tahun 2018
(APCI, 2019). Ikan patin pada umumnya berada di pasaran sebagai
ikan filet (daging ikan tanpa tulang) (Dambraosio et al., 2016). Saat
ini, spesies ikan patin yang paling banyak dibudidayakan di
Indonesia adalah patin jambal (Pangasius djambal) dan patin siam
atau jambal siam (P. hypophthalmus) (Ghufran, 2010). 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 : Pangasianodon

Spesies  : Pangasianodon hypopthalmus (Sauvage, 1878)

Ikan patin (P. hypopthalmus) adalah ikan air tawar yang
berhabitat di sungai-sungai besar. Ikan patin termasuk dalam ikan
omnivora yang memakan ikan-ikan kecil, krustasea, dan potongan
sayuran (Gustiano, 2009). Ikan patin merupakan ikan asli dari
Sungai Mekong yang letaknya melintasi berbagai negara yaitu
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China, Myanmar, Laos, Thailand, Kamboja, dan Vietnam. Ikan ini
telah diintroduksi ke berbagai negara di Asia Tenggara, termasuk
Indonesia sebagai komoditas akuakultur untuk konsumsi atau
sebagai ikan hias. Ikan ini diperkirakan diintroduksi ke Indonesia
sekitar tahun 1972 dari Thailand (Anshary et al., 2013).

Ikan patin termasuk ikan yang beraktifitas pada malam hari
atau nokturnal (Khairuman dan Suhendra, 2002). lkan patin
merupakan salah satu ikan yang telah berhasil didomestikasi dan
dibudidayakan secara semi intensif dan intensif di Indonesia. lkan
patin yang dipelihara dalam kolam dapat tumbuh dengan baik pada
kisaran suhu 26,5 °C — 28 °C dan pH pada rentang 6,5-8.
Konsentrasi oksigen terlarut diatas 3 mg/L masih termasuk dalam
batas toleransi ikan patin (Septimesy et al.,, 2016). Pada
pembudidayaan, dalam umur 6 bulan ikan patin dapat mencapai
panjang 35-40 cm, dan dapat mencapai berat 1,5-2 kg pada umur
2-3 tahun (Khairuman dan Suhendra, 2002). Penelitian Aida dan
Utomo (2015) pada ikan patin (P. hypophthalmus) yang hidup di
Waduk Gajah Mungkur, Yogyakarta, menunjukkan bahwa
peningkatan usia mengakibatkan peningkatan ukuran tubuh ikan
(tabel 2.1).

Tabel 2.1 Hubungan Usia dengan Panjang dan Berat Ikan Patin
(Aida dan Utomo, 2015)

Usia Panjang Berat

(bulan) (cm) (gram)
1 16,1 35,8
2 21,2 86
3 26,0 164,5
4 30,5 273,5
5 34,7 413,3
6 38,7 583,3
7 42,4 781,5
8 45,9 1.005,6
9 49,1 1.252,8
10 52,5 1.520
11 55,1 1.804,2
12 57,8 2.102,2




Namun, pertumbuhan ikan patin sangat dipengaruhi oleh
faktor eksternal seperti faktor lingkungan dan pakan. Kedua faktor
tersebut akan menyeimbangkan kondisi tubuh ikan selama dalam
pemeliharaan. Ketersediaan pakan berpengaruh besar terhadap
pertumbuhan dan kelangsungan hidup ikan. Jumlah pakan yang
dibutuhkan oleh ikan setiap harinya berhubungan erat dengan
ukuran berat dan umur ikan (Mahardika et al., 2017).

2.1.1 Morfologi

Ikan patin (P. hypopthalmus) memiliki bentuk tubuh
memanjang, ramping, agak pipih, dan tidak bersisik. Panjang
tubuhnya dapat mencapai 150 cm. Warna tubuh ikan patin pada
bagian punggung keabu-abuan atau kebiru-biruan dan bagian perut
berwarna putih keperak-perakan. lkan patin juvenile berwarna
gelap, ketika semakin dewasa warnanya memudar menjadi abu-abu
Kepala ikan patin relatif kecil dengan mulut terletak dibagian ujung
agak bawah ditunjukkan pada gambar 2.1 (Mahardika et al., 2017;
Gustiano, 2009)
b h

Panjang standar

Panjang total

Gambar 2.1 Morfologi Ikan Patin (Mahalder, 2005)
Keterangan gambar: (a) Mulut, (b) Kepala, (c) Mata, (d) Sirip dada
(pectoral fin), (e) Sirip perut (pelvic fin), (f) Sirip anus (anal fin), (g) Sirip
punggung (dorsal fin), (h) Sirip ekor (caudal fin)



Ikan patin memiliki dua pasang sungut (kumis) pendek pada
sudut mulutnya yang berfungsi sebagai detektor. Sirip punggung
berwarna abu-abu gelap atau hitam dan memiliki 1 jari-jari keras
yang berubah menjadi patil yang besar dan bergerigi di
belakangnya, dan terdapat pula jari-jari lunak sebanyak 6-7 buah.
Pada permukaan punggung terdapat sirip lemak yang berukuran
sangat kecil. Sirip dubur agak panjang dan mempunyai 30-33 jari-
jari lunak dan terdapat garis-garis gelap di bagian tengah. Sirip
dada terdapat 1 jari-jari keras yang berubah menjadi patil dan 12-
13 jari-jari lunak serta sirip ekor berbentuk simetris. Ikan patin juga
memiliki alat penyapu insang kecil yang secara teratur diselingi
dengan alat insang kecil (Ghufran, 2010; Mahardika et al., 2017;
Gustiano, 2009).

2.1.2 Potensi lIkan Patin

Ikan patin (P. hypopthalmus) merupakan salah satu ikan
konsumsi yang memiliki nilai jual dan diminati masyarakat
(Mahardika et al., 2017). Ikan patin (P. hypopthalmus) merupakan
ikan air tawar dengan pertumbuhan tercepat di dunia dalam
budidaya akuakultur. Paa tahun 2017, produksi ikan patin global
mencapai 680,87 juta ton . Ikan patin dapat mencapai berat tubuh
1,2 — 1,3 kg dalam waktu 6 bulan, pada umumnya ikan patin
dipanen pada umur 8 bulan tergantung dengan permintaan pasar.
Ikan patin memiliki daging yang lunak dan berwarna putih, tidak
berbau amis, serta memiliki nilai gizi yang tinggi (Rathod et al.,
2018). Ikan patin pada umumnya berada di pasaran sebagai ikan
filet (daging ikan tanpa tulang), sehingga menghasilkan limbah
yang terdiri dari kulit, tulang, kantung renang dan kepala.
Sebanyak 30% dari total limbah hasil pengolahan ikan merupakan
kulit ikan yang tinggi akan kandungan kolagen (Dambrosio et al.,
2016; Kumar et al., 2017). Devi et al (2017), menyatakan bahwa
aplikasi zero waste dalam pengolahan ikan dapat memberi nilai
tambah pada ekonomi masyarakat. Salah satu implementasi dari
zero waste dalam pengolahan ikan adalah penelitian mengenai



kolagen ikan air tawar dari perairan Indonesia khususnya ikan
patin.

Kulit ikan merupakan bahan baku yang baik untuk
mengisolasi kolagen karena kolagen merupakan penyusun 80%
protein yang terdapat pada kulit ikan (Kolodziejska et al. 2008).
Penelitian Nagai dan Suzuki (2000), menunjukkan ekstraksi
kolagen pada kulit ikan menghasilkan yield yang lebih tinggi
dibanding kolagen yang diekstraksi dari tulang ikan. Kolagen yang
diekstrasi dari kulit ikan menunjukkan hasil sebesar 51,4% (ikan
seabass jepang), 49,8% (ikan makarel), dan 50,1% (ikan hiu
bullhead). Sedangkan kolagen yang diekstraksi dari tulang ikan
menghasilkan kolagen sebesar 42,3% (ikan seabass jepang) dan
40,1% (ikan makarel). Tingginya kandungan kolagen pada kulit
ikan menunjukkan potensi penggunaan kulit ikan sebagai bahan
baku pembuatan gelatin (Kumar et al., 2017). Salah satunya adalah
kulit ikan patin yang telah terbukti dapat dijadikan sebagai bahan
baku pembuatan gelatin (Nasution et al., 2018; Pradarameswari et
al., 2017).

2.2 Kulit Ikan

Kulit atau integumen merupakan bagian yang menutupi
bagian eksternal tubuh. Kulit berperan dalam mempertahankan
keseimbangan fisiologis antara tubuh (internal) dengan lingkungan
eksternal. Kulit merupakan proteksi pertama terhadap patogen dan
luka mekanis (Genten et al., 2009). Kulit pada ikan memiliki
berbagai fungsi diantaranya sebagai organ sensoris, untuk
lokomosi, respirasi, osmoregulasi, dan regulasi termal (Mokhtar,
2017). Beberapa alat lain yang terdapat dalam kulit berfungsi untuk
mempertahankan diri ataupun menyerang mangsa seperti kelenjar
racun, pewarnaan, sumber cahaya, serta kelenjar mukus yang
menghasilkan lendir yang membuat tubuh ikan menjadi licin dan
menghasilkan bau yang khas sebagai alat komunikasi kimiawi
(Burhanuddin, 2012).

Terdapat perbedaan pada kulit ikan teleostei, beberapa
spesies memiliki sisik, sedangkan pada spesies yang tidak memiliki
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sisik terdapat sel khusus yang berukuran besar pada bagian
epidermal disebut club cell. Lapisan pada kulit ikan teleostei terdiri
dua lapisan utama yaitu lapisan epidermis dan dermis. Epidermis
merupakan bagian yang berhubungan langsung dengan lingkungan
dan sistem somatis. Epidermis merupakan epitel skuamosa berlapis
dengan ketebalan 3-5 sel hingga 20-25 sel. Sel yang ditemukan
dalam epidermis yaitu sel yang mengandung filamen atau sel
malfigian sebagai penyusun utama dan sel-sel mukosa yang
berperan dalam sekresi glikoprotein (lendir) membentuk lapisan
pelindung berlendir. Pada bagian epidermis terdapat stratum
germinativum  (lapisan malphigi) yang terus melakukan
pembelahan untuk menggantikan sel-sel di bagian luar yang lepas
(Genten et al., 2009). Pada bagian dermis terdapat pembuluh darah,
saraf, dan jaringan pengikat yang tebal dan memiliki susunan sel
yang lebih rapat dan kompak dibanding bagian epidermis
(Burhanuddin, 2012). Dermis terdiri dari stratum spongiosum dan
stratum compactum. 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. Pada bagian dibawah
dermis, terdapat lapisan hipodermis yang lebih longgar dan
mengandung banyak jaringan adiposa seperti pada gambar 2.2
(Andriani et al, 2017; Genten et al., 2009).
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Gambar 2.2 (a) Histologi kulit ikan secara umum (Burhanuddin,
2012); (b) Histologi kulit ikan patin (P. hypopthalmus) (Alfarisy,
2019). Keterangan gambar: Ss : Stratum spongiosum ; Sc : Stratum
compactum ; warna biru menunjukkan adanya kolagen (panah merah)

Kolagen pada kulit ikan patin ditunjukkan dengan adanya
bagian yang berwarna biru (gambar 2.2b) akibat teknik pewarnaan
histologi  kulit menggunakan pewarna Masson trichrome
(Alfarisy, 2019). Serabut kolagen tersebar pada lapisan dermis
kulit, pada stratum spongiosum serabut kolagen lebih longgar
sedangkan pada stratum compactum serabut kolagen tersusun
sangat rapat (Andriyani et al., 2017).

2.3 Kolagen

Kolagen merupakan protein fibrosa struktural dan
merupakan komponen utama matriks ekstraseluler pada makhluk
hidup. Kolagen merupakan bagian dari jaringan ikat pada otot dan
beberapa bagian tubuh seperti kulit, tulang, gigi, tendon, dan
kartilago. Kolagen mencapai 25-30 % dari total protein pada tubuh
hewan. Kolagen berperan penting dalam mempertahankan
struktural organ-organ pada tubuh beserta fungsinya pada berbagai
jaringan. Selain itu, kolagen juga dimanfaatkan dalam berbagai
bidang seperti dalam bidang industri, kosmetik, farmasi (sebagai
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kolagen tipis untuk penyembuhan luka), dan bidang industri
makanan (Schmidt et al., 2016; Arumugam et al., 2018).

Kolagen yang dibentuk oleh tiga polipeptida rantai-o
membentuk struktur triple heliks. Tiap rantai-a mengandung
sekuens asam amino berulang Glisin-X-Y, yang mana X
kebanyakan adalah prolin dan Y kebanyakan adalah hidroksiprolin.
Kolagen dicirikan dengan tingginya kandungan asam amino glisin,
prolin, dan hidroksiprolin yang penting dalam membentuk struktur
triple heliks. Ketiga rantai polipeptida tersebut akan melilit satu
sama lain seperti tali dan akan berikatan satu sama lain melalui
ikatan silang (cross linked), sehingga membentuk kesatuan yang
saling menumpuk satu sama lain (overlapping) membentuk serabut
kolagen ditunjukkan pada gambar 2.3. Struktur inilah yang
memungkinkan serabut kolagen memiliki kekuatan meregang
(daya regangan) (Schmidt et al., 2016; Duconseille et al., 2015;
Albert et al., 2014).

‘. ™
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Gambar 2.3 Struktur triple helix kolagen (Albert et al., 2014)
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Kolagen dibagi menjadi 29 tipe dan diklasifikan
berdasarkan struktur susunan supramolekulernya. Kolagen
memiliki berbagai susunan supramolekuler meliputi, kolagen
pembentuk fibril (fibril-forming collagen/ FFF), kolagen
pembentuk jaringan (network-forming collagen/NFC), kolagen
pembentuk filamen yang menyerupai manik-manik (beaded
filament-forming collagen/ BFFC), kolagen yang berasosiasi
dengan membrane (membrane-assosiated collagen/MACIT),
kolagen yang berasosiasi dengan fibril (fibril-associated collagen/
FACIT), dan kolagen multipleksin (MPC) (Schmidt et al., 2016;
Chagnot et al., 2012). Kolagen yang paling melimpah dalam kulit
adalah kolagen dengan struktur molekul FFC dan FACIT (Tabel
2.1). Kolagen pembentuk fibril (FFC), memiliki struktur tripel
heliks yang dihubungkan oleh ikatan kovalen yang membentuk
fibril dan berikatan dengan fibril yang lain membentuk serat
kolagen. (Duconseille et al., 2015). Kolagen tipe | (FFC)
merupakan kolagen utama yang menyusun komponen jaringan
ikat, termasuk tulang dan kulit dan berfungsi untuk proteksi
terhadap kerusakan mekanis pada jaringan maupun organ
(Tabarestani et al., 2012).

Tabel 2.2 Tipe kolagen dan letaknya (Duconseille et al., 2015)

Tipe Tipe Lokasi Kelimpahan
Struktural pada kulit

| FFC Kulit, instramuscular, | 80-85%
tendon,  tulang,  gigi,
kornea

I FFC Kartilago, vitreous humor | -

1 FFC Kulit, intramuscular, | 10-15%
vaskuler, intestinum,
pembuluh, uterus

v NFC Neuromuscular  junction, | -
memberan basal

\% FFC Kulit, intramuscular, | 2-4%
jaringan embrionik,
kornea, tulang
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VI BFFC Kulit (epidermis), sistem | Tidak diketahui
vaskuler, tulang, kartilago,
kornea
VII BFFC Kulit, membrane amniotic, | 0.001%
kdanung  kemih, oral
mukosa, tali pusar, amnion
VI Jaringan Kulit, membrane basal, | Tidak diketahui
pembuluh, tulang, otak,
jantung, ginjal, kartilago
IX FACIT Kartilago artikuler, | -
kornea, vitreous
X NFC Kartilago hipertropik -
XI FFC Kartilago, invertebratal | -
disc
XII FACIT Kulit, tendon, kartilago Tidak diketahui
X1 MACIT Kulit, tulang, struktur | Tidak diketahui
neural, sel endotelia,
jantung, mata, otot
skleletal
XV FACIT Kulit, pembuluh, tulang, | Tidak diketahui
kartilago, mata, saraf,
tendon, uterus
XV MPC Kulit, kapiler, plasenta, | Tidak diketahui
ginjal, jantung, ovary,
testis
XVI FACIT Kulit, jantung, ginjal, otot | Tidak diketahui
halus
XVII MACIT Struktur neural Tidak diketahui
XVIII MPC Membran dasar | -
perivaskuler, ginjal, paru-
paru, hati
XIX FACIT Kulit, saraf pusat, | -
membrane basal pada otot
tulang, prostat, ginjal, hati,
plasenta, kolon
XX FACIT Epitelium kornea -
XXI FACIT Matriks ekstraseluler pada | -

dinding pembuluh darah,
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pembuluh, jantung,
lambung, ginjal, otot
tulang, plasenta

XXI1I FACIT Tissue junction -
X111 MACIT Reina, jantung -
XXIV FFC Tulang, kornea -

XXV MACIT Struktur  neural, otak, | -
jantung, testis, mata

XXVI BFFC Testis dan ovarium -
XXVII | FFC Kartilago pada dewasa -
XVIII BFFC Jaringan neural -

Kolagen memiliki ikatan silang (crosslinkage) yang
berbeda berdasarkan fungsi dari tiap jaringan, sesuai dengan jenis
dan usia hewan. Seperti tulang yang merupakan jaringan padat,
memiliki kolagen dengan crosslink yang lebih banyak dibanding
dengan jaringan longgar sehingga struktur matriks lebih kaku.
Selain itu, crosslink pada kolagen hewan yang lebih tua lebih
tinggi dibanding hewan yang muda, yang berdampak pada
elastisitas kulit (Duconseille et al., 2015). Peningkatan umur
berpengaruh terhadap stabilitas kolagen, yakni meningkatkan
jumlah dan stabilitas ikatan silang, sehingga berpengaruh terhadap
stabilitas kolagen ketika didenaturasi. Kolagen dengan ikatan
silang yang lebih luas seperti pada hewan yang dewasa,
memerlukan proses pemecahan ikatan silang yang lebih untuk
denaturasi kolagen hingga menjadi gelatin (Muyonga et al., 2004).

2.4 Gelatin

Gelatin merupakan kumpulan beberapa protein dengan
berat molekul tinggi yang merupakan derivat dari kolagen. Bahan
utama dari gelatin adalah kolagen dari tulang, kartilago, dan kulit
mamalia. Gelatin dihasilkan melalui hidrolisis parsial kolagen
dengan asam atau basa yang memecah ikatan silang (cross-linkage)
antara struktur polipeptida fibrosa sehingga menghasilkan gelatin
(Eryilmas et al., 2017; Azilawati et al., 2014). Selama proses
pemanasan, serat kolagen membentuk struktur heliks dan
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kehilangan konformasinya dan sebagian terbentuk kembali akibat
pendinginan. Gelatin memiliki struktur yang berbeda dengan
kolagen sebab sebagian struktur heliksnya mengalami reformasi
(Duconseille et al., 2015). Ketika kolagen dipanaskan diatas suhu
transisi, reaksi ketika pemanasan akan menghasilkan campuran
protein dan potongan peptida dengan berbagai ukuran. Sehingga
gelatin dapat didefinisikan sebagai kolagen yang terhidrolisis
sebagian (Lv et al., 2019).

Gelatin terdiri atas kombinasi polimer dengan berat
molekul yang berbeda meliputi rantai-a (80-125 kDa) yang
tersusun atas satu rantai polimer, rantai-p (160-250 kDa) yang
tersusun atas dua rantai-o. yang secara kovalen berikatan silang,
dan rantai - y (240-375 kDa) yang tersusun atas tiga rantai-a yang
secara kovalen berikatan silang. Komposisi asam amino dari
gelatin sama dengan komposisi asam amino dari kolagen, yaitu
disusun oleh pengulangan dari sekuens Glisin-X-Y, yang mana X
merupakan prolin dan Y merupakan hidroksiprolin (gambar 2.4).
Glisin terdapat sebesar 27-35%, prolin dan hidroksiprolin sebesar
20-24%, (Huang et al., 2019; Karim dan Bhat, 2009).

CH- CHOH

Y Y
CH: CH; CH. CH;
| | I
LCH» ™ CH MH CHy MH N UH
LAY ! *, PN L Y \"\
CoO—MNH CO CO L‘I [ —CO—NH CO  CH-CO CO
K K

Callisin Prodlin Y Cilizin X Hiddroksiprolin

Gambar 2.4 Konfigurasi kimia gelatin (Mariod dan Adam, 2013)

Gelatin memiliki suhu leleh (melting point) yang relatif lebih
rendah dibanding dengan agen pembentuk gel yang lainnya.
Gelatin pada umumnya memiliki suhu leleh dibawah 35°C yaitu
dibawah suhu tubuh manusia, hal ini yang menyebabkan gel dari
gelatin dapat meleleh dalam mulut dan terjadi pelepasan aroma
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yang khas dari gelatin (Williams, 2007; Karim dan Bhatt, 2008).
Agen pembentuk gel lain seperti pati, alginate, pectin, dan agar
adalah karbohidrat dan kebanyakan memiliki suhu leleh yang lebih
tinggi dibanding suhu tubuh, oleh sebab itu gel yang dihasilkan
tidak dapat meleleh dalam tubuh (Williams, 2007). Selain suhu
leleh, sifat fisik yang penting dari gelatin adalah viskositas dan gel
strength atau kekuatan gel. Viskositas atau kekentalan
menunjukkan stabilitas gel, dan gelatin dengan nilai viskositas
yang rendah menunjukkan gel yang lemah sedangkan viskositas
yang tinggi menghasilkan gel yang lebih konsisten dan kuat
(Suryanti et al., 2017; Silva et al., 2014). Kekuatan gel (gel
strength) adalah ukuran kekuatan dan kekakuan gelatin atau
dinyatakan pula sebagai bloom. Kekuatan gel berkaitan dengan
viskositas, yang menentukan gel yang baik dalam skala industri.
Kekuatan gel dipengaruhi oleh berbagai faktor antara lain
komposisi asam amino, ukuran rantai protein, konsentrasi gelatin,
berat molekul, serta habitat hewan (See et al., 2010; Mariod dan
Adam, 2013; Sultana et al., 2018). Kandungan asam amino
khususnya prolin dan hidroksiprolin berpengaruh terhadap
viskoelastisitas gelatin dan glisin berperan dalam stabilitas gelatin
yang mempengaruhi kekuatan gel (Atma, 2017).

Gelatin bersifat padat, larut dalam air, tidak berwarna, tidak
berasa, transparan, rapuh dalam kondisi kering, mampu
membentuk kekentalan yang tinggi ketika dilarutkan dalam air
hangat, dan membentuk gel setelah didinginkan (Lv et al., 2019;
Irwandi et al., 2009; Boran dan Regenstein, 2010). Gelatin dapat
dimanfaatkan untuk enkapsulasi, produksi kapsul, pembalut luka,
dan pembentukan film, sehingga dapat dimanfaatkan dalam bidang
farmasi, biomaterial untuk pengemasan makanan, serta dalam
industri fotografi (tabel 2.2) (Jongjareonrak et al., 2006).



18

Tabel 2.3 Penggunaan Gelatin

Bidang Penggunaan Referensi
Industri Agen pembentuk gel, pembentuk film, Mariod dan
Makanan emulsifier, stabilizer, pengental, dil. Adam, 2013
Farmasi Kapsul gelatin (keras dan lunak), Milovanovic

lablet, pengemulsi, mikroenkapsulasi, dan Hayes,
pembalut luka, pengganti plasma, dan 2018
media pertumbuhan bakteri

Fotografi Untuk medium emulsi fotografi Milovanovic
dan Hayes,
2018

Lain-lain Pembuatan kertas, proses printing, Milovanovic
aplikasi koloid, perekat, film dan filter dan Hayes,
cahaya, dan kosmetik 2018

2.4.1 Gelatin Ikan

Gelatin ikan merupakan protein yang diperoleh dari
hidrolisis sebagian dari kolagen ikan (Abdelhedi et al., 2019).
Sumber utama pembuatan gelatin ikan adalah kulit dan tulang ikan,
sebab tinggi kandungan kolagen. Selain itu, kulit dan tulang ikan
merupakan limbah utama dari proses pengolahan ikan (Karim dan
Bhat, 2009). Gelatin berbahan dasar ikan menjadi alternatif gelatin
yang sebagian besar berasal dari kulit babi (46%), kulit sapi
(29,4%), tulang (23,1%), dan sumber lain (1,5%) (Apri et al.,
2017). Gelatin ikan dapat diterima oleh penganut beberapa
keyakinan seperti Judaism dan Islam yang melarang konsumsi
produk yang berbahan babi, serta umat Hindu yang tidak
mengkonsumsi produk berbahan sapi. Selain itu, gelatin berbahan
ikan juga dapat menghindari penyakit sapi gila atau mad cow
disease (bovine spongiform encephalopathy/BSE) dan penyakit
pada mulut dan kaki (foot-and-mouth disease/FMD) yang berasal
dari hewan mamalia (Karim dan Bhatt, 2009; Kamer et al., 2019).

Produksi gelatin yang bersumber dari ikan telah dilakukan
sejak tahun 1960 melalui ekstraksi asam ataupun basa. Gelatin
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telah diekstraksi dari kulit dan tulang berbagai ikan air dingin
(seperti ikan cod, salmon, hake, ikan Pollock Alaska) dan ikan air
hangat (seperti ikan lele, tuna, patin, nila, hiu) (Karim dan Bhatt,
2009). Menurut Muyonga et al (2004), gelatin yang dihasilkan dari
kulit ikan air hangat memiliki karakeristik fisik yang hampir
menyerupai gelatin mamalia dibanding dengan gelatin yang
berasal dari ikan air dingin. Gelatin yang berasal dari ikan memiliki
kemampuan membentuk gel, suhu leleh (melting point), dan
kekuatan gel (gel strenght) yang lebih rendah bila dibandingkan
dengan gelatin mamalia, sebab kandungan asam imino (prolin dan
hidroksiprolin) yang lebih rendah (See et al., 2010). Mahmoodani
et al (2014), menyatakan bahwa keterbatasan gelatin yang berasal
dari ikan adalah gel yang dihasilkan cenderung kurang stabil
dibanding dengan gelatin yang berasal dari mamalia.

2.4.2 Asam Amino Gelatin Kulit Ikan

Asam amino adalah komponen utama pembentuk protein
atau monomer dari protein dan dibedakan menjadi asam amino
esensial dan asam amino non esensial. Asam amino esensial tidak
dapat diproduksi di dalam tubuh sehingga harus ditambahkan
dalam bentuk asupan makanan, sedangkan asam amino non
esenisal dapat diproduksi dalam tubuh (Siregar dan Suprayitno,
2019). Asam amino merupakan substrat untuk sintesis protein
memilik peran penting dalam proses biokimia dalam tubuh dan
merupakan prekursor penting untuk sintesis berbagai molekul yang
diperlukan untuk regulasi berbagai metabolisme seperti
reproduksi, pertumbuhan, perkembangan, dan homeostasis (Loo,
2009; Rosmawati et al., 2018).

Asam amino disusun atas karbon a pada bagian pusat, yang
berikatan pada atom hidrogen, gugus amino (NH), gugus
karboksil (COQO"), dan rantai samping yang memberikan sifat
spesifik pada tiap asam amino. Rantai samping tersebut
diklasifikasikan berdasarkan kepolaran, dan kandungan residu
asam atau basa. (Ray dan Fry, 2015).

Gelatin tersusun atas sekuens asam amino yang khas, yaitu
kandungan asam amino glisin, prolin, dan hidroksiprolin yang
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tinggi. Kandungan prolin dan hidroksiprolin merupakan komponen
penting yang berperan dalam pembentukan gel (Hanani et al.,
2012). Ketika protein kolagen mengalami denaturasi menjadi
gelatin, struktur molekul asam amino akan menjadi bervariasi,
seperti deaminasi glutamin menjadi asam glutamat akibat
perlakuan basa, dan deaminasi asparagin menjadi asam aspartat
(Duconseille et al., 2015). Komposisi total asam amino
mempengaruhi stabilitas dan karakteristik gelatin tergantung pada
sumber kolagen (Milovanovic dan Hayes, 2018). Muyonga et al
(2004), menyatakan bahwa komposisi asam amino pada gelatin
bergantung pada jenis spesies yang diekstraksi menjadi gelatin.
Tabel 2.3 menunjukkan perbedaan komposisi asam amino pada
gelatin ikan dan gelatin komersial yang berasal dari sapi dan babi.

Gelatin yang berasal dari ikan memiliki berbagai asam
amino, asam amino aromatik dan asam amino yang mengandung
sulfur dalam jumlah yang kecil, tidak terdapat sistein dan triptofan,
serta sepertiga residu asam aminonya disusun oleh glisin (Lv et al.,
2019; Kumar et al., 2017). Asam amino yang melimpah adalah
glisin, prolin dan hidroksiprolin. Hidroksiprolin berperan dalam
menstabilkan struktur triple heliks pada kolagen dengan
membentuk ikatan hidrogen (Berg et al., 2002). Selain prolin dan
hidroksiprolin yang berperan signifikan terhadap struktur gelatin,
asam glutamat, asam aspartat, lisin, hidroksilisin, arginine, dan
histidin juga berperan penting dalam pembentukan crosss-link dan
interaksi elektrostatik (Boran dan Regenstein, 2010).

Penelitian Nasution et al (2018), menunjukkan bahwa
gelatin kulit ikan patin yang diekstraksi dengan proses basa
memiliki komposisi asam amino yang tersusun atas 15 asam amino
dengan asam amino tertinggi adalah glisin (18,15%), prolin
(12,30%), asam glutamat (10,73%), alanine (9,10%), arginine
(8,39%), asam aspartate (5,01%), lisin (4,75%), leusin (2,59%),
threonine (2,51%), valin (2,33%), serin (2,24%), fenilalanin
(2,20%), isoleusin (1,46%), histidine (0,63%), dan tirosin (0,59%).
Perbedaan komposisi asam amino disebabkan oleh perbedaan
cross-link pada matriks kulit. Pertambahan usia pada ikan dapat
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meningkatkan cross-link kolagen dalam kulit (Sinthusamran et al.,
2015). Silva et al (2014), menyatakan bahwa tingginya kandungan
asam amino pada gelatin kulit ikan menyebabkan peningkatan
pembentukan triple heliks dan stabilitas molekul gelatin, sehingga
sifat fisik gelatin juga meningkat.

Tabel 2.4. Perbedaan kandungan asam amino pada gelatin ikan dan
gelatin mamalia (residu/1000 total asam amino)

Kulit ke Tuna ~ Kulit tkan Nila -~ C#207 $2P1 - Gearin Kulit
Asam amino (Haddar et al., (Sarabia et al., (Haddar et Babi (Zhang
2012) 2000) al., 2012) etal., 2011)
Alanin 114 123 115 116
Arginin 55 47 48 53
Asam aspartate 425 47 44 46
Asam glutamate 74 69 74 83
Fenilalanin 12 13 12 14
Glisin 335 79 341 355
Hidroksilisin 5 8 7 -
Hidroksiprolin 83 79 96 86
Histidin 6 6 5 5
Isoleusin 9 8 11 12
Leusin 21 23 25 25
Lisin 27 25 26 29
Metionin 11 9 5 5
Prolin 117 119 123 90
Serin 41 35 29 36
Sistein 0 0 0 1
Threonin 23 24 17 18
Tirosin 3 2 1 3
Valin 23 15 21 24
Asam Imino (Pro 200 198 219 176

+ Hyp)
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2.4.3 Gugus Fungsional Gelatin Kulit Ikan

Gugus fungsional adalah gugus spesifik atom dalam suatu
molekul yang memberikan kekhasan pada suatu molekul molekul
(Chung et al., 2017). Gugus fungsional dapat menunjukkan
reaktivitas dan sifat-sifat suatu molekul (Solomon et al., 2014).
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 (Amertaningtyas et al., 2017). Pradarameswari et al
(2017), 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-0, dan C-H. Gelatin diperoleh dari
denaturasi kolagen (Kumar et al., 2017). Spektrum yang
menunjukkan denaturasi kolagen yaitu adanya perubahan daerah
serapan amida A, amida I, amida Il, dan amida 1l (Muyonga et al.,
2004).

Daerah serapan Amida A ditentukan berdasarkan bilangan
gelombang rentang 3600-3200 cm™ dan menunjukkan vibrasi
peregangan gugus O-H, C-H, dan N-H ketika berikatan dengan
ikatan H. Daerah serapan Amida B ditunjukkan dengan bilangan
gelombang rentang 3100-2900 cm™ dan menunjukkan peregangan
C-H antisimetris dan simetris. Daerah serapan Amida | merupakan
daerah dengan absorbs protein yang paling kuat dan menunjukkan
peregangan ikatan C=0 dan N-H dan ditemukan pada bilangan
gelombang 1600-1700 cm™ (Jongjareonrak et al., 2008; Garidel
dan Schott, 2006; Sinthusamran et al., 2015). Daerah serapan
Amida Il ditemukan pada panjang gelombang 1570-1335 cm™ dan
menunjukkan pembengkokan N-H dan peregangan CH; (Yakimets
et al., 2005). Amida 111 merupakan kompleks yang ditentukan oleh
rantai samping dan ikatan hidrogen, ditemukan pada rentang
bilangan gelombang 1300-1000 cm™ (Li et al., 2014). Analisa
gugus fungsi gelatin kulit ikan patin berdasarkan spektrum FTIR
(fourier transform infrared) yang dilakukan oleh Singh dan
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Benjakul (2017), menunjukkan bahwa gugus fungsi gelatin ikan
patin berada pada daerah serapan dengan panjang gelombang 3264
cm? (amida A), 1628 cm™ (amida 1), 1555 cm™ (amida 1), dan
1240 cmt (amida 111).

2.5 Ekstraksi Gelatin

Ekstraksi bertujuan untuk mengkonversi kolagen menjadi
gelatin (Choi dan Regenstein, 2000). Secara umum, proses
pembuatan gelatin terdiri dari tiga tahap, yaitu pretreatment bahan
baku, ekstraksi gelatin, serta pemurnian dan pengeringan. Ekstraksi
gelatin merupakan tahap yang paling menentukan kualitas gelatin.
Proses ekstraksi dapat mempengaruhi panjang rantai polipeptida
dan sifat fungsional dari gelatin. Selain itu, pH, waktu, dan suhu
sangat mempengaruhi proses ekstraksi.. (Karim dan Bhat, 2009;
See et al., 2010; Mariod dan Adam, 2013).

Tahap pretreatment dilakukan dengan perlakuan asam atau
basa pada bahan untuk melonggarkan struktur kolagen dengan
memecah ikatan silang intramolekuler dan intermolekuler meliputi
ikatan kovalen dan ikatan hidrogen. Selain itu, pre-treatment juga
berfungsi untuk menghilangkan lemak dan bau pada kulit ikan
(Boran dan Regenstein, 2010; Monsur et al., 2014). Berdasarkan
pre-treatment terhadap kolagen, terdapat dua tipe gelatin.
Perlakuan asam (acid treated) akan menghasilkan gelatin tipe A
yang memiliki titik isoelektrik pada pH 6-9, sedangkan perlakuan
basa (alkaline treated) akan menghasilkan gelatin tipe B yang
memiliki titik isoelektrik pada pH 5 (Ahmad dan Benjakul, 2011).
Perlakuan asam berfungsi untuk destabilisasi dan memecah ikatan
hidrogen pada kolagen yang berbentuk triple heliks. Selain itu,
perlakuan asam menyebabkan ketidakstabilan pada crosslink
dalam kulit ikan, sehingga menghasilkan pembengkakan kulit ikan
dan rusaknya ikatan non-kovalen intra dan intermolekuler (Santiz-
Gomez et al., 2018; Karim dan Bhatt, 2009). Pada tahap ini terjadi
perusakan crosslink sehingga terjadi hidrolisis ikatan peptida dan
degradasi asam amino (Balti et al., 2011).
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Perlakuan basa untuk menghilangkan protein non-kolagen
seperti mukopolisakarida dan komponen yang mengandung sulfur
serta untuk menghilangkan pigmen pada kulit (Balti et al., 2011;
Monsur et al., 2014; Tinrat dan Asna, 2017). Baik perlakuan asam
maupun basa, keduanya bertujuan untuk merusak atau
melonggarkan crosslink antara rantai o dan molekul tropokolagen
yaitu unit dasar penyusun kolagen (Boran dan Regenstein, 2010).
Selama proses pretreatment dengan basa seperti NaOH, elektrolit
dari basa akan merangsang pemecahan beberapa ikatan pada
kolagen dalam kulit, sehingga meningkatkan pelepasan kolagen
selama ekstraksi (Monsur et al., 2014). Kolagen hasil pretreatment
asam dan basa yang kemudian didenaturasi menggunakan panas
kemudian dapat larut dalam air dan menjadi gelatin (gambar 2.5)
(Mariod, 2016).
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Gambar 2.5 Denaturasi kolagen menjadi gelatin (Samal et al.,
2012)

Tahap selanjutnya adalah ekstraksi. ekstraksi dilakukan
dengan menggunakan air panas pada suhu terkontrol, pada
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umumnya lebih tinggi dari 40 °C sebab dibawah suhu tersebut
belum terjadi hidrolisis kolagen (Boran dan Regenstein, 2010;
Viro, 1992). Pemanasan dengan suhu 40 °C  menyebabkan
hancurnya ikatan hidrogen dan terpotongnya sejumlah ikatan
kovalen yang menstabilkan struktur triple heliks menghasilkan
konversi kolagen menjadi gelatin yang larut (Karim dan Bhatt,
2009). Haug dan Draget (2011), menyatakan bahwa suhu optimum
untuk melakukan ekstraksi gelatin adalah 55-100 °C. Suhu yang
lebih tinggi akan menyebabkan lebih banyak rantai asam amino
terputus. Hal ini disebabkan hidrolisis kolagen yang terus menerus
yang telah menjadi gelatin dan menyebabkan rantai pendek asam
amino sehingga kekuatan gel menjadi rendah. Asam amino rantai
pendek menyebabkan interaksi yang lebih rendah dengan molekul
air dan tidak dapat terbentuk menjadi gel (Pradarameswari et al.,
2017). Selain suhu, waktu ekstraksi juga mempengaruhi kualitas
gelatin. Penelitian Arnesen dan Gildberg (2007), menunjukkan
bahwa peningkatan waktu ekstraksi menyebabkan peningkatan
yield dari gelatin ikan salmon Atlantik. Ketika kolagen dipanaskan
dalam periode dan suhu tertentu, struktur triple heliks akan terbuka
(unfold) dan kolagen akan terpecah menjadi rantai polipeptida yang
tidak beraturan (Mariod, 2016). Kombinasi antara pretreatment
dan ekstraksi menghasilkan produk gelatin dengan komposisi dan
berat molekul yang berbeda (gambar 2.7) (Haug dan Graget, 2011).
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Gambar 2.6 Gelatin terdiri dari berbagai rantai peptida (Haug dan
Draget, 2011)

2.6 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
merupakan instrument kromatografi cair yang digunakan untuk
pemisahan partikel. HPLC dapat diterapkan untuk menganalisis
senyawa dengan sifat yang berbeda dari massa molekul rendah
hingga senyawa dengan massa molekul yang sangat tinggi.
Pemisahan dengan HPLC dilakukan dengan melewatkan campuran
yang dilarutkan dalam fase gerak melalui bahan lain yang disebut
fase diam. Jenis kromatografi cair dapat ditentukan berdasarkan
sifat, struktur kimia, dan berat molekul senyawa yang dianalisis
(Sancez et al., 2018; Aribas dan Polo, 2003). HPLC menggunakan
kolom untuk menampung senyawa fase diam, pompa yang
menggerakkan senyawa fase gerak melalui kolom, dan detektor
yang menujukkan waktu retensi molekul (Malviya et al., 2010).
Komponen HPLC ditunjukkan pada gambar 2.7 yang secara umum
terdiri atas pompa, injector, kolom, detektor, dan sistem data.
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7

Gambar 2.7 Komponen HPLC. 1 : resevoir pelarut; 2 : saluran transfer;
3 : pompa; 4 : perangkat injeksi sampel; 5 : kolom; 6 : detektor; 7: limbah;
8 : akuisisi data (Meyer, 2009)

Prinsip kerja HPLC adalah pemisahan komponen analit
berdasarkan kepolarannya, setiap campuran yang keluar akan
dideteksi dengan detektor dan direkam dalam bentuk
kromatogram. Dimana jumlah peak menyatakan jumlah
komponen, sedangkan luas peak menyatakan konsentrasi
komponen dalam campuran (Kusuma dan Ismanto, 2016). HPLC
banyak diaplikasikan dalam berbagai bidang meliputi bidang
farmasi, forensik, lingkungan, dan bidang kesehatan. Metode
HPLC digunakan dalam pemisahan dan pemurnian senyawa,
pengendalian stabilitas obat, kuantifikasi sampel biologis, analisis
senyawa, dll (Thammana, 2016).

Berdasarkan fasenya HPLC dibedakan menjadi HPLC fase
normal (Normal phase HPLC/ NP-HPLC) dan HPLC fase terbalik
(Reserve phase HPLC/ RP-HPLC atau RPC). HPLC fase normal
memisahkan analit berdasarkan polaritas. HPLC fase normal
menggunakan senyawa polar sebagai fase diam dan senyawa non



28

polar sebagai fase gerak. Saat ini, HPLC fase normal banyak
digunakan untuk untuk analisa senyawa polifenol dari tanaman
(Malviya et al., 2010). HPLC fase terbalik (RP-HPLC atau RPC)
memiliki fase stasioner non-polar dan fase mobile, agak polar.
HPLC fase terbalik (RP-HPLC) memiliki fase diam non-polar dan
fase gerak polar, sehingga senyawa non polar ditahan oleh fase
diam lebih kuat dibanding senyawa polar. Hal ini menyebabkan
senyawa yang lebih polar akan keluar dahulu dan memiliki waktu
retensi yang lebih singkat. RP-HPLC atau HPLC fase terbalik telah
banyak digunakan untuk pemisahan, pemurnian, dan analisis
protein dan peptida, sebab mampu memisahkan berbagai sekuens
polipeptida bahkan sekuens yang hampir identik (Bartos et al.,
2015).

2.7 Fourier Transform Infrared (FTIR)

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy
merupakan metode identifikasi ikatan kimia menggunakan
spektrum inframerah (IR) yang diserap oleh material dan
dinyatakan sebagai bilangan gelombang. Spektroskopi FTIR
menghasilkan spektrum yang mengkarakterisasi vibrasi (gerakan)
pada ikatan dalam molekul untuk analisis struktur berbagai
material. Tiap spektrum menunjukkan struktur kimia spesifik pada
sampel tertentu yang dapat dijadikan informasi untuk identifikasi
(Munajad et al., 2018; Beasly et al., 2014). Spektrum IR (infrared)
memberikan informasi mengenai gugus fungsional yang ada dalam
molekul. Pita-pita absorbsi spesifik yang menunjukkan adanya
gugus fungsional tertentu. Jika tidak ada karakterisasi absorbsi,
maka gugus fungsional tidak bisa diamati (Solomon et al., 2008).

Spektrum FTIR menunjukkan pengukuran panjang
gelombang dan intensitas absorbsi radiasi IR pada sampel (Kong
dan Yu, 2007). Molekul-molekul selalu bergerak. lkatan-ikatan
antar atom bervibrasi (stretch, bend, rock, wag, twist). Senyawa
organik menyerap radiasi IR. Tipe-tipe ikatan yang berbeda (dalam
gugus fungsional yang berbeda) menyerap radiasi IR dalam
frekuensi yang berbeda, menyebabkan meningkatnya amplitudo
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vibrasi ikatan (Banwell dan McCash, 1994). Terdapat dua macam
teknik preparasi sampel untuk FTIR, yaitu attenuated total
reflection (ATR) dan diffuse reflectance infrared Fourier
transform (DRIFT) yang digunakan untuk analisis spektrum pada
sampel (Munajad et al., 2018; Beasly et al., 2014).

FTIR telah banyak digunakan dalam industri makanan,
sebab memiliki sensitifitas tinggi terhadap kontaminan pada
makanan, relatif murah, cepat, dan sederhana. Selain itu, FTIR
merupakan metode non destruktif pada sampel dan tidak
memerlukan pretreatment (Eryilmaz et al., 2017; Zihadia et al.,
2018). FTIR dapat digunakan untuk karaterisasi sampel berupa
cairan, larutan, serbuk, padatan, serat, film, maupun gas.
(Nandiyanto et al., 2019). Muyonga et al (2004), menggunakan
metode FTIR untuk mengamati gugus fungsi pada kolagen dan
gelatin, sebab spekteroskopi inframerah sensitif terhadap gugus
fungsi spesifik pada polimer.
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BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Maret 2020 —
Juni 2020. Ekstraksi gelatin dilakukan di Laboratorium Zoologi
dan Rekayasa Hewan, Departemen Biologi, Fakultas Sains dan
Analitika Data. Analisis gugus fungsional gelatin dilakukan di
Laboratorium Karakterisasi Material, Departemen Material dan
Metalurgi, Fakultas Teknik Industri dan Rekayasa Sistem, Institut
Teknologi Sepuluh Nopember. Analisa kemurnian gelatin
dilakukan di Microbial Genetics Department, University of
Tuebingen.

3.2 Alat dan Bahan

Peralatan yang akan digunakan dalam penelitian ini
meliputi pisau, meteran, labu Erlenmeyer, spatula, cawan petri,
kain saring, neraca analitik, gelas beaker, kaca arloji, Freeze Dryer,
FTIR, dan HPLC.

Bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini
meliputi kulit ikan patin, akuades, CH:COOH 0,12 mol, NaOH 0,2
mol, gelatin komersial (halal), kalium bromide (Kbr).

3.3 Metode yang Digunakan
3.3.1 Preparasi Kulit Ikan Patin

Kulit ikan patin dengan ukuran yang berbeda meliputi ikan
kecil (total ukuran panjang tubuh 38,9 = 0,5 cm dengan rata-rata
berat 454,6 + 17,1 gram) dan ikan besar (total ukuran panjang
tubuh 48,6 + 1,9 cm dengan rata-rata berat 1.194 + 27,0 gram)
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 °C.

31
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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 CHzCOOH 0,12 mol 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 mol
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). Perlakuan untuk pretreatment dan
ekstraksi gelatin dilakukan pada sampel berdasarkan penelitian
Alfarisy (2019) yang menghasilkan gelatin kulit ikan patin dengan
nilai yield tertinggi (tabel 3.1 dan 3.2).

Kulit hasil pretreatment dimasukkan dalam aquades dengan
rasio berat kulit/aquades 1/10 dan dipanaskan menggunakan
waterbath dengan suhu 40°C -70°C selama 60 menit untuk kulit
ikan ukuran kecil dan 90 menit untuk kulit ikan ukuran besar. 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 °C 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 (Alfarisy, 2019).
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Tabel 3.1 Perlakuan ekstraksi gelatin kulit ikan patin ukuran kecil

Kode sampel X1 X2 X3
2K 60 60 70
3K 50 50 55
4K 60 60 40
8K 50 33 55
10K 60 40 70
17K 60 40 40

Keterangan : X1 : Waktu perendaman asam (menit); X2 : Waktu
perendaman basa (menit); X3 : Suhu Ekstraksi (°C)

Tabel 3.2 Perlakuan ekstraksi gelatin kulit ikan patin ukuran besar

S::}ggl X1 X2 X3
2B 60 60 70
4B 60 60 40
5B 50 50 55
9B 66 50 55
10B 60 40 70
19B 40 40 70

Keterangan : X1 : Waktu perendaman asam (menit); X2 : Waktu
perendaman basa (menit); X3 : Suhu Ekstraksi (°C)

3.3.5 Analisis Kemurnian Gelatin

Gelatin yang telah dipurifikasi dianalisis menggunakan
reversed-phase preparative HPLC (RP-HPLC) pada kolom
Eclipse XDB-C18 (Agilent) dengan laju aliran 1.5 mL/menit
dengan gradien linear dari 0,1% asam fosfat menjadi asetonitril
selama 15 menit. Kemurnian dihitung dengan membandingkan
gelatin yang telah dipurifikasi dengan gelatin komersial (Sigma
Aldrich®).
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3.3.4 Analisis Gugus Fungsional Gelatin

Analisis gugus fungsional gelatin dilakukan dengan uji
FTIR (Fourier transform infrared) di Laboratorium Karakterisasi
Material, Departemen Material dan Metalurgi, Fakultas Teknik
Industri dan Rekayasa Sistem. Gelatin kulit ikan yang telah kering
(= 30-40 mg) dicampur dengan kalium bromida (Kbr) (£ 1.5 mg)
dan dihaluskan menggunakan alu dan mortar. Serbuk kemudian
diletakkan pada cetakan berdiameter 13 mm dan dibuat menjadi
pelet dengan menggunakan alat penempa hidrolik dengan tekanan
5000-10000 psi. Pelet hasil cetakan dilepas dengan hari-hati dan
ditempatkan pada wadah sampel FTIR. Sampel dianalisis gugus
fungsional dengan wilayah serapan gelombang 4000 — 400 cm™
dengan resolusi 2 cm™ (Kamer et al., 2019).

3.4 Analisis Data

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini terdiri
dari analisis kuantitatif dan kualitatif. Analisis kemurnian gelatin
dengan metode HPLC dilakukan secara kualitatif dengan
membandingkan ~ kromatogram  gelatin  sampel  dengan
kromatogram gelatin komersial yang berfungsi sebagai standart
berdasarkan waktu retensinya. Sedangkan untuk analisa kuantitatif
dilakukan berdasarkan perbandingan pengukuran luas puncak dari
sampel dengan luas puncak dan konsentrasi sampel pembanding
(gelatin komersial). Rumus yang digunakan sebagai berikut:

Cx=-—xC
xApxp

Keterangan :

A = peak area = luas puncak
C = konsetrasi

X = sampel

P = pembanding
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Analisis gugus fungsi gelatin yang diperoleh dari uji FTIR
dilakukan dengan memasukkan nilai bilangan gelombang (cm™)
sesuai dengan daerah serapan amida A, B, 1, 1, dan I1l. Kemudian
data akan dianalisis secara kualitatif untuk menentukan gugus
fungsi gelatin berdasarkan nilai bilangan gelombang (cm™) yang
dihasilkan.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis Kemurnian Gelatin Kulit Ikan Patin

Kemurnian gelatin kulit ikan patin ukuran besar dan kecil
diperoleh dari membandingkan luas area (peak) kromatogram
gelatin sampel dengan gelatin komersial yang ditunjukkan pada
gambar 4.1. Dimana pada kromatogram, sumbu X menunjukkan
waktu retensi (retention time) dan sumbu Y menunjukkan
intensitas absorbansi sampel yang dinyatakan dalam satuan mAU
(milli absorbance unit). Gambar 4.1 (A) menunjukkan bahwa
waktu retensi gelatin komersial berada pada rentang 4-6 menit
yang ditunjukkan dengan area (peak) terluas pada kromatogram.
Luas area (peak) tersebut kemudian dibandingkan dengan luas area
kromatogram sampel gelatin kulit ikan patin ukuran kecil (gambar
4.1B) dan besar (gambar 4.1C). Detail perbandingan kromatogram
gelatin kulit ikan patin ukuran kecil dan besar dapat dilihat pada
lampiran 1 dan 2.

Prinsip kerja HPLC adalah pemisahan komponen analit
berdasarkan kepolarannya, setiap campuran yang keluar akan
dideteksi dengan detektor dan direkam dalam bentuk
kromatogram. Dimana jumlah peak menyatakan jumlah
komponen, sedangkan luas peak menyatakan konsentrasi
komponen dalam campuran (Kusuma dan Ismanto, 2016). Pada
HPLC fase terbalik, senyawa polar memiliki waktu retensi yang
lebih singkat dibanding senyawa non polar (Bartos et al., 2015).
Waktu retensi (tr) menunjukkan selang waktu yang diperlukan
analit melewati kolom setelah dilakukan injeksi. Semakin lama
waktu retensi pada kromatogram HPLC fase terbalik menunjukkan
senyawa penyusun Yyang semakin non-polar (Susanti dan
Dachriyanus, 2017).
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Gambar 4.8 Kromatogram hasil purifikasi gelatin standart (A) dan gelatin
sampel (B;C) memiliki hidrofobisitas yang sama pada waktu retensi menit
ke 4-6. Gelatin kulit ikan patin ukuran besar (C) memiliki jumlah peak
pada waktu retensi menit ke 4-6 yang lebih banyak dibanding gelatin
standart (A) dan gelatin kulit ikan patin ukuran kecil (B). Angka
menunjukkan perbedaan jumlah peak pada waktu retensi 4-6 menit
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Berdasarkan kromatogram hasil HPLC pada gambar 4.1
semua sampel gelatin memiliki luas area (peak) paling luas pada
waktu retensi 4-6 menit. Kim et al (2005), menyatakan bahwa
waktu retensi dari uji HPLC fase terbalik menunjukkan
karakteristik hidrofobisitas atau polaritas senyawa yang diuji
dalam penelitian ini adalah gelatin. Pada gelatin standart (gambar
4.1A) pada waktu retensi menit ke 4-6 terdapat 2 peak, sedangkan
pada kromatogram sampel gelatin ukuran kecil terdapat 3 peak
(gambar 4.1B) dan terdapat 4 peak pada sampel gelatin ukuran
besar (gambar 4.1C). Hal tersebut menunjukkan bahwa pada
gelatin standart dan sampel gelatin memiliki jumlah komponen
penyusun yang berbeda. Sampel gelatin kulit ikan patin ukuran
besar memiliki jumlah peak lebih banyak dibanding gelatin kulit
ikan patin ukuran kecil. Perbedaan jumlah peak pada kromatogram
gelatin menujukkan perbedaan kompleksitas senyawa yang
menyusun gelatin (Meyer, 2009). Konsentrasi komponen
penyusun gelatin dapat diketahui melalui pemisahan senyawa
berdasarkan polaritasnya. Dimana luas area peak menunjukkan
konsentrasi dari komponen penyusun gelatin (Bottcher et al.,
2019).

Kemudian dilakukan perbandingan luas area (peak)
kromatogram gelatin sampel dengan gelatin standart menggunakan
software pada komputer HPLC. Luas peak menyatakan konsentrasi
komponen dalam campuran (Kusuma dan Ismanto, 2016).
Sehingga dalam menentukan kemurnian gelatin dilakukan
perbandingan konsentrasi komponen pada sampel gelatin dengan
gelatin standart. Hasil penghitungan kemurnian gelatin kulit ikan
patin ukuran kecil dan besar ditampilkan pada tabel 4.1
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Tabel 4.1 Hasil kemurnian gelatin kulit ikan patin ukuran besar
cenderung memiliki nilai kemurnian lebih tinggi dibanding
gelatin kulit ikan patin ukuran kecil

Sampel gelatin kulit

ikan patin Kode Sampel Kemurnian (%)
2K 65,81
3K 48,85
_ 4K 34,36
Ukuran Kecil 8K 86,24
10K 66,52
17K 70,52
2B 71,38
4B 68,17
5B 82,65
Ukuran Besar 9B 85,59
10B 85,18
19B 67,57

Berdasarkan hasil pengujian kemurnian gelatin pada tabel 4.1
diketahui bahwa kemurnian gelatin kulit ikan patin ukuran kecil
berkisar antara 34,36-86,24%. Sampel 8K memiliki nilai
kemurnian gelatin tertinggi dan nilai kemurnian gelatin terendah
pada sampel 4K. Sedangkan pada tabel 4.2 diketahui bahwa
kemurnian gelatin kulit ikan patin ukuran besar berkisar antara
67,57-85,59%. Nilai kemurnian gelatin kulit ikan patin ukuran
besar terdapat pada sampel 9B dan nilai terendah pada sampel 19B.
Kemurnian gelatin kulit ikan patin ukuran besar cenderung lebih
tinggi dibanding gelatin kulit ikan patin ukuran kecil. Hasil
pengujian kemurnian gelatin dipengaruhi oleh luas area peak pada
kromatogram, yang mana dipengaruhi oleh perbedaan polaritas
atau hidrofobisitas senyawa penyusun sampel (Zhang et al., 2009).
Hidrofobisitas atau polaritas gelatin menentukan karateristik
permukaan gelatin (Theerawitayaart et al., 2019). Karakteristik
permukaan gelatin berkaitan dengan rantai samping yang dimiliki
gelatin. Seperti protein yang memiliki gugus bermuatan tertentu
pada asam amino hidrofilik ataupun hidrofobik. Komposisi asam
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amino gelatin berdasarkan hidrofobisitasnya ditampilkan pada

tabel 4.2

Tabel 4.2 Asam amino pada gelatin berdasarkan perbedaan
hidrofobisitas (Schrieber dan Gareis, 2007).

Asam amino  Hidrofilik Hidrofobik Keterangan

Alanin + Alifatik, rantai samping non-
polar

Arginin Basa

Asam aspartat Asam

Asam Asam

Glutamat

Asparagin Rantai samping sedikit polar

Eenilalanin + Aromatik, rantai samping
non-polar

Glisin + Alifatik, rantai samping non-
polar

Glutamin Rantai samping sedikit polar

Hidroksilisin Basa

Hidroksiprolin + Rantai samping sedikit polar

Histidin Basa

Isoleusin + Rantai samping non-polar

Leusin + Rantai samping non-polar

Lisin Basa

Metionin + Alifatik, rantai samping non-
polar

Prolin + Rantai samping non-polar

Serin Rantai samping sedikit polar

Threonin Rantai samping sedikit polar

. Aromatik, rantai samping

Tirosin
non-polar

Valin + Rantai samping non-polar

Komposisi asam amino mengacu pada karakteristik tiap asam
amino yang menunjukkan polaritas, hidrofobisitas, residu, dan
kecenderungan untuk membentuk struktur sekunder (Tsai, 2002).

Selain itu,

kandungan asam amino polar dan non-polar
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mempengaruhi kelarutan gelatin dalam air (Kanwate dan Kudre,
2017). Perbandingan komposisi asam amino pada gelatin kulit ikan
patin dan gelatin mamalia ditampilkan pada tabel 4.3.

Tabel 4.3 Perbandingan komposisi asam amino gelatin kulit ikan
patin dan gelatin mamalia (mg/g) yang sebagian besar tersusun atas
asam amino non polar

Gelatin Kulit Ikan Gelatin sapi Gelatin Kulit

Asam amino Patin (Jamilah et halal (Haddar ~ Babi (Zhang
al., 2011) etal., 2012) etal., 2011)
Alanin? 96 115 116
Arginin 79 48 53
Asam aspartat 46 44 46
Asam Glutamat 78 74 83
Fenilalanin 26 12 14
Glisin? 209 341 355
Hidroksilisin - 7 -
Hidroksiprolin - 96 86
Histidin - 5 5
Isoleusin 16 11 12
Leusin 36 25 25
Lisin 25 26 29
Metionin 22 5 5
Prolin? 136 123 90
Serin 30 29 36
Sistein - 0 1
Threonin 36 17 18
Tirosin 6 1 3
Valin 23 21 24
Keterangan :

- tidak terdektesi
aAsam amino yang paling banyak dalam gelatin dan merupakan asam
amino non polar (Schrieber dan Gareis, 2007)

Berdasarkan tabel 2.4 dan 4.3, asam amino yang paling
banyak terdapat pada gelatin adalah glisin, prolin, alanin, dan
hidroksiprolin. Glisin dan prolin adalah dua asam amino utama
yaitu hampir seperempat dari total asam amino (Gomes-Guillen et
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al., 2009). Gelatin dibuat dari hidrolisis parsial kolagen. Rantai o
pada kolagen umumnya mempunyai sekuen berulang glisin-X-Y.
Prolin sering terjadi pada posisi X dan hidroksiprolin hampir selalu
pada posisi Y. Glisin menyusun hampir sepertiga struktur kolagen.
Hal ini dikarenakan glisin hadir dalam tiap tiga residu asam amino
pada kolagen dan berperan dalam pembentukan rantai tripel heliks
kolagen. Sebagian besar asam amino pada kolagen merupakan
asam amino non-polar (glisin, prolin, dan alanin), hal tersebut
menyebabkan karakteristik dari kolagen yang sulit larut dalam air
(Schrieber dan Gareis, 2007; Ardhani et al., 2019). Perbedaan
ukuran tubuh ikan menyebabkan perbedaan komposisi asam amino
gelatin hasil ekstraksi (Sinthusamran et al., 2015). Tabel 4.4
menunjukkan perbandingan komposisi asam amino gelatin kulit
ikan patin yang diekstraksi dari ukuran yang berbeda.

Tabel 4.4 Perbandingan kandungan asam amino gelatin kulit ikan
patin (g/100 gram protein)

Ikan patin ukuran Ikan patin ukuran
. 1,2-1,5kg 400-500 g
Asam Amino (Mahmoodani et al., (Nasution et al.,
2014) 2018)
Alanin - 9,10
Arginin 7,55 8,39
Asam aspartat 5,33 5,01
Asam Glutamat 7,94 10,73
Fenilalanin 1,85 2,20
Glisin? 23,34 18,15
Hidroksiprolin 6,31 -
Histidin 0,75 0,63
Isoleusin 1,64 1,46
Leusin 2,74 2,59
Lisin 3,51 4,75
Metionin 7,48 -
Prolin? 11,7 12,30
Serin 3,62 2,24
Sistein 0,01

Threonin 3,25 2,51
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Tirosin 0,61 0,59
Valin 2,68 2,33
Keterangan :

- :tidak terdektesi
aAsam amino yang paling banyak dalam gelatin dan merupakan asam
amino non polar (Schrieber dan Gareis, 2007)

Berdasarkan penelitian  Mahmoodani et al (2014),
melaporkan bahwa pada gelatin kulit ikan patin yang diekstrasi dari
ikan ukuran 1,2-1,5 kg terdapat kandungan asam amino glisin dan
prolin Penelitian Nasution et al (2018), juga melaporkan bahwa
pada gelatin kulit ikan patin yang diekstraksi dari ikan dengan
ukuran 400-500 gram, kandungan asam amino yang tertinggi
adalah prolin dan glisin. Ukuran tubuh berkorelasi dengan usia ikan
(FAO, 2009). Semakin bertambahnya umur, kandungan kolagen
pada kulit ikan memiliki ikatan silang yang lebih banyak, sehingga
komposisi asam amino juga akan meningkat (Devi et al., 2017).
Sehingga kemurnian gelatin pada ikan yang dewasa lebih tinggi.

Abdelhedi et al (2019), menyatakan bahwa gelatin kaya akan
kandungan asam amino hidrofobik atau non polar, seperti prolin,
glisin, dan leusin, sehingga tidak mudah larut dalam air. Selain itu
asam amino non-polar atau hidrofilik juga berperan signifikan
terhadap struktur gelatin, seperti asam glutamat, asam aspartat,
lisin, hidroksilisin, arginin, dan histidin yang berperan penting
dalam pembentukan crosss-link dan interaksi elektrostatik (Boran
dan Regenstein, 2010). Komposisi asam amino yang khas pada
gelatin adalah mengandung metionin, histidin, dan tirosin dalam
jumlah sedikit dan tidak mengandung dan sistein, sebab sistein
bukan penyusun dari kolagen tipe I seperti kulit (Balti et al., 2011,
Silvaetal., 2014). Kolagen mengandung asam amino aromatik dan
asam amino mengandung sulfur dalam jumlah sedikit (0-0,6%),
oleh karena itu pada gelatin ikan mengandung sedikit asam amino
tirosin dan triptofan (Lv et al., 2019). Residu lisin dan hidroksilisin
membentuk derivat aldehid melalui deaminasi oksidatif yang
bersifat responsif terhadap reaksi cross-linking kovalen
intermolekuler, terutama pada daerah non-heliks. Hidroksilisiin
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membentuk crosslink yang lebih stabil dibanding crosslink yang
dibentuk oleh lisin (Balti et al., 2011). Pembentukan crosslink
dapat dimediasi oleh ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, dan
ikatan elektrostatik (Kirti dan Khora, 2015).

Struktur tripel heliks pada gelatin mengalami renaturasi, yang
mana melibatkan asam imino yang tersusun atas prolin dan
hidroksiprolin. Kandungan asam imino mempengaruhi stabilitas
kolagen. Hidroksiprolin berperan dalam stabilitas tripel heliks
kolagen berkaitan dengan kemampuan membentuk ikatan hidrogen
melalui gugus hidroksil (Balti et al., 2011). Pembentukan ikatan
hidrogen antara molekul air dan gugus hidroksil pada asam amino
gelatin berpengaruh terhadap kekuatan gel. Selain itu, kekuatan gel
juga dipengaruhi oleh kandungan asam imino, sebab makin tinggi
asam imino makin banyak kandungan gugus hidroksil bebas pada
asam amino penyusunnya (Jeyashakila et al., 2012). Badii dan
Howell (2006), melaporkan bahwa asam amino hidrofobik
meliputi alanin, valin, leusin, prolin, fenilalanin, dan metionin
berperan dalam meningkatkan kekuatan gel pada gelatin kulit ikan
nila. Komposisi asam amino hidrofobik dipengaruhi oleh kondisi
ekstraksi, yang mana mempengaruhi karakter fisik gelatin
termasuk kandungan asam imino (Karim dan Bhatt, 2009).
Perbedaan komposisi asam amino dapat berkaitan dengan
perbedaan crosslink pada matriks kulit, yang mana jumlah
crosslink dapat meningkat dengan peningkatan usia atau ukuran
ikan (Sinthusamran et al., 2015).

4.2 Analisis Spektrum FTIR Gelatin Kulit Ikan Patin

Analisis spektrum FTIR (Fourier Transform Infrared)
dilakukan untuk memastikan produk yang dihasilkan adalah
gelatin dengan melihat gugus fungsinya (Rosida et al., 2018).
Spektroskopi FTIR menghasilkan spektrum yang
mengkarakterisasi vibrasi (gerakan meliputi stretch, bend, rock,
wag, twist) pada ikatan dalam molekul untuk analisis struktur
berbagai material (Munajad et al., 2018; Banwell dan McCash,
1994). Kumar et al (2017), menyatakan bahwa spektrum FTIR
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dapat digunakan untuk memperoleh informasi mengenai protein
yang berkaitan dengan gugus fungsional dan struktur sekunder
seperti a-heliks dan B-sheet. Karakteristik absorbsi IR pada
polipeptida dan protein adalah adanya pita-pita absorbsi yang
dinamakan amida A, B dan amida I-VIl (Kong dan Yu, 2007).
Gelatin diperoleh dari ekstraksi protein yang berasal dari kolagen
hewan (Duconseille et al., 2015). Spektrum yang menunjukkan
denaturasi kolagen yaitu adanya perubahan daerah serapan amida
A, amida B, amida I, amida Il, dan amida I11 (Muyonga et al., 2004,
Ahmad dan Benjakul, 2011, Sinthusamran et al., 2015). Perbedaan
spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin berukuran besar dan kecil
ditampilkan pada tabel 4.5 dan 4.6, gambar 4.2, serta detail hasil
spektrum FTIR dapat dilihat pada Lampiran 3 dan 4.
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Gambar 4.2 Spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin ukuran besar

(A) dan kecil (B) memiliki daerah serapan amida A, amida B,

amida 1, amida Il, dan amida Il (nilai bilangan gelombang

ditampilkan pada tabel 4.5 dan 4.6)
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Tabel 4.5 Hasil spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin ukuran kecil memiliki nilai bilangan
gelombang yang relatif sama dengan gelatin kulit ikan patin ukuran besar (lihat tabel 4.6)

Daerah Bilangan Gelombang (cm®)
Keterangan
serapan 2K 3K 4K 8K 10K 17K
Amida A 3279,77 | 3281,38 | 3280,30 | 3282,27 | 3284,95 | 3275,91 | Regangan NH; Gugus O-H
. 3069,13 . .
Amida B 2924,80 2924,63 | 2924,22 926,07 2924,76 | 2921,82 | Regangan CH: antisimetris
. Regangan C=0; Gugus O-H
Amida | 1633,49 | 1628,50 | 1631,15 | 1628,70 | 1628,33 | 1633,24 yang berpasangan dengan COO
1538,68 | 1535,39 | 1536,47 | 1541,27 | 1540,92 | 1538,76 | Regangan CN; NH bending
Amida Il 144718 | 1448,56 | 1450,02 | 1448,86 | 1448,57 | 1454,95 | CH2 bending
1398,01 | 1389,26 | 1401,20 | 1399,82 1370,56 | CH2 wagging pada prolin
1335,38 1336,05 | 1335,24
Amida 1l 1237,94 | 1236,05 | 1237,66 | 1236,66 | 1237,02 | 1236,56 | Regangan CN; NH bending
1080,39 | 1079,96 | 1080,79 | 1079,93 | 1080,31 | 1079,93




Tabel 4.6 Hasil spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin ukuran besar memiliki nilai bilangan
gelombang yang relatif sama dengan gelatin kulit ikan patin ukuran kecil (lihat tabel 4.5)

Daerah

Bilangan Gelombang (cm™)

Keterangan
serapan 2B 4B 5B 9B 10B 19B
Amida A | 3275,93 | 3276,78 | 3270,32 | 3282,92 | 3281,07 | 3294,56 | Regangan NH; Gugus O-H
) 2924,08 | 2923,45 | 2923,57 | 3062,80 | 3069,13 | 2922,42 ) )
Amida B Regangan CH: asimetris
2923,50 | 2929,30
1664,13 | 1627,79 | 162658 | 163324 | 1627,91 | 162878 | Re9angan C=0; Gugus O-H yang
Amida | berpasangan dengan COO
1636,86
1559,64 | 1537,01 | 1538,01 | 1538,57 | 1532,05 | 1541,38 | Regangan CN; NH bending
1541,36 | 1448,20 | 1448,01 | 1447,28 | 1446,30 | 1448,66 | CH2 bending
Amida Il 1534,46 | 1393,42 | 1391,31 | 1393,63 | 1397,69 | 1388,56 | CH2 wagging pada prolin
1448,81 1335,66 | 1335,63
1400,02
Amida Il 1236,88 | 1236,61 | 1237,78 | 1237,40 | 1232,76 | 1235,65 | Regangan CN; NH bending
mida
1080,63 | 1079,84 | 1080,73 | 1080,25 | 1079,96 | 1080,30
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Berdasarkan hasil uji FTIR gelatin kulit ikan patin berukuran
besar dan kecil pada tabel 4.5 dan 4.6 diperoleh daerah serapan
gelombang amida A, amida B, amida I, amida I, dan amida IlI
yang merupakan daerah serapan khas dari gelatin. Daerah Amida
A pada gelatin kulit ikan patin ukuran kecil berada pada bilangan
gelombang 3275,91-3284,95 cm™ dan pada 3270,32-3294,56 cm™*
untuk ikan ukuran besar. Amplitudo yang lebih besar ditunjukkan
pada gelatin kulit ikan patin ukuran besar. Menurut Ahmad dan
Benjakul (2011), hal tersebut menunjukkan adanya potongan
peptida pendek dari gugus N-H yang mengindikasikan degradasi
molekul selama proses ekstraksi gelatin.

Daerah serapan 3290-3280 cm'* menunjukkan adanya vibrasi
regangan gugus N-H akibat adanya ikatan hidrogen pada gugus
amida dan vibrasi regangan gugus O-H (Hashim et al., 2010).
Ketika gugus N-H pada peptida terlibat dalam ikatan hidrogen
maka daerah serapan akan bergeser ke frekuensi yang lebih rendah,
biasanya 3300 cm™ (Sinthusmaran et al., 2015). Hasil penelitian
menunjukkan bilangan gelombang yang mendekati 3300 c¢cm
adalah 3294,56 cm, yang terdapat pada gelatin kulit ikan patin
ukuran besar (sampel 19B). Hal tersebut menunjukkan gelatin kulit
ikan patin ukuran besar pada sampel 19B memiliki lebih banyak
gugus N-H, sehingga lebih banyak terlibat dalam ikatan hidrogen.
Pada daerah amida A, bilangan gelombang terendah ditemukan
pada gelatin kulit ikan patin ukuran besar (sampel 5B), yakni pada
3270,32 cm™. Nagarajan et al (2012), menyatakan bahwa nilai
bilangan gelombang yang paling rendah pada daerah amida A,
menunjukkan adanya ikatan hidrogen yang terlibat dalam gugus N-
H pada rantai a.

Daerah serapan amida B ditemukan pada rentang bilangan
gelombang 2921,82-3069,13 cm™ pada gelatin kulit ikan patin
ukuran kecil dan 2922-3069,13 cm* pada gelatin kulit ikan patin
ukuran besar. Daerah tersebut menunjukkan vibrasi regangan
asimetris gugus =C—H juga —NHs* . Bilangan gelombang yang
lebih rendah pada puncak amida B menunjukkan interaksi antar
gugus —NHs pada rantai peptida. Sedangkan peak pada daerah
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bilangan gelombang 2920 cm™ menunjukkan vibrasi regangan
asimetris C-H pada gugus C-H, (Nagarajan et al., 2012).
Berdasarkan hasil spektrum FTIR pada tabel 4.5 dan 4.6, pada
daerah amida B, baik gelatin ikan patin ukuran besar maupun kecil
keduanya memiliki peak pada bilangan gelombang yang tidak jauh
berbeda, sehingga komposisi molekul pada kedua gelatin juga
tidak jauh berbeda.

Adanya daerah serapan pada wilayah amida A dan B
menunjukkan dari kedua sampel gelatin, baik gelatin kulit ikan
patin ukuran besar maupun kecil terdapat gugus fungsional OH,
CH, dan NH. Amertaningtyas et al (2017), menyatakan bahwa
gugus fungsional OH, CH, dan NH ditemukan pada daerah serapan
dengan bilangan gelombang 4000-2500 cm™.

Daerah amida | berada pada rentang bilangan gelombang
1600-1700 cm, dan banyak digunakan untuk analisis struktur
sekunder protein (Muyonga et al., 2014). Pada penelitian ini,
sampel gelatin kulit ikan patin ukuran kecil menunjukkan daerah
serapan amida | pada bilangan gelombang 1628,33-1633,49 cm,
sedangkan pada gelatin kulit ikan patin ukuran besar berada pada
1626,58-1664,13 cm™. Hal tersebut sesuai dengan penelitan Singh
dan Benjakul (2017), yang melaporkan bahwa daerah serapan
amida | pada gelatin kulit ikan patin berada pada daerah bilangan
gelombang 1628 cm?, yang mana hal tersebut menunjukkan
adanya vibrasi regangan C=0 atau gugus OH (hidrogen) yang
berpasangan dengan COO". Selain itu pada gelatin kulit ikan patin
ukuran kecil dan besar menunjukkan adanya gugus fungsional
C=N, C=C, dan N=0O. Amertaningtyas et al (2017), menyatakan
bahwa gugus fungsional C=N, C=C, dan N=O ditemukan pada
bilangan gelombang 1650-1550 cm'.

Amida | menunjukkan struktur sekunder protein antara lain
a-heliks, S-sheet, S-turn, dan random coil (Safithri et al., 2019).
Ketika proses denaturasi kolagen, terjadi perubahan konformasi
tripel heliks kolagen menjadi random coil. Proses pre-treatment
menggunakan asam asetat mampu meningkatkan H*, sehingga air
dapat dengan mudah memasuki serat kolagen dan membentuk
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ikatan hidrogen antara gugus kolagen non-polar untuk merusak
ikatan non-kovalen pada serat kolagen dan memudahkan proses
pemutusan kolagen (Rabotyagova et al., 2011; Ardhani et al.,
2019). Hilangnya ikatan non-kovalen menyebabkan peptida
membentuk struktur random coil. Kondisi tersebut menyebabkan
stabilisasi ikatan hidrogen dan terjadi pelipatan backbone
polipeptida membentuk struktur a-heliks, B-sheet, dan A-turn
(Lodish et al.,, 2013). Struktur a-heliks memiliki bilangan
gelombang antara 1660-1640 cm™, B-sheet menunjukkan bilangan
gelombang 1640-1620 cm?, 1645-1657 cm? menunjukkan
struktur random coil, serta bilangan gelombang 1670, 1683, 1688,
dan 1694 cm™ menunjukkan struktur g-turn (Hashim et al., 2010;
Kong dan Yu, 2007; Muyonga et al., 2004).

Berdasarkan hasil penelitian, pada daerah amida | pada
gelatin kulit ikan patin ukuran besar menunjukkan adanya struktur
B-sheet pada semua sampel dan adanya struktur a-heliks pada
sampel 2B dengan bilangan gelombang 1664,13 cm™. Sedangkan
pada gelatin kulit ikan patin ukuran kecil, daerah serapan amida |
berada pada rentang bilangan gelombang 1628,33-1633,49 cm
yang menunjukkan adanya struktur B-sheet. Perbedaan spektrum
daerah amida | pada sampel gelatin dengan perbedaan yang besar
berkaitan dengan perbedaan konformasi rantai polipeptida (Ahmad
dan Benjakul, 2011). Hal tersebut diduga berkaitan dengan
perbedaan komposisi asam amino pada gelatin kulit ikan yang
diekstraksi dari ukuran yang berbeda. Penelitian Sinthusamran et
al (2015), menunjukkan bahwa komposisi asam amino glisin dan
prolin cenderung meningkat pada gelatin dari ikan kakap putih
yang diekstraksi dari kulit ikan ukuran yang berbeda (2kg, 4kg, dan
6kg). Menurut Shoulders dan Raines (2009), prolin dan glisin
merupakan residu asam amino yang memiliki kecenderungan
rendah untuk membentuk struktur B-sheet. Struktur a-heliks dapat
terbentuk ketika rantai tunggal polipeptida membelit dan
membentuk struktur silinder yang kaku. Ikatan hidrogen terbentuk
antara ikatan peptida ke empat, menghubungkan C=0 pada satu



53

ikatan peptide dengan N-H pada ikatan peptida lain (Lodish et al.,
2013).

Daerah amida Il memiliki bilangan gelombang pada rentang
1560-1335 cm™* (Hashim et ai., 2010). Berdasarkan tabel 4.5 dan
4.6, daerah amida Il pada gelatin kulit ikan patin ukuran kecil
berada pada bilangan gelombang 1535,39-1335,24 cm™.
Sedangkan pada gelatin kulit ikan patin ukuran besar, pita serapan
amida Il berada pada bilangan gelombang 1532,05-1335,63 cm™.
Adanya daerah amida Il disebabkan oleh adanya deformasi ikatan
N-H dalam protein dan vibrasi regangan C=N. Daerah serapan ini
berkaitan dengan deformasi tropokolagen menjadi rantai-a (Rosida
et al., 2018; Muyonga et al., 2004). Tropokolagen merupakan
molekul penyusun fibril kolagen yang berbentuk batang.
Tropokolagen terdiri dari tiga tantai polipeptida yang disebut rantai
a, yang membentuk tripel heliks. Tripel heliks pada kolagen
distabilkan oleh ikatan silang kovalen, yang terletak pada bagian
ujung rantai polipeptida yang disebut telopeptida. Selama proses
denaturasi menggunakan panas, ikatan silang kovalen tersebut
mengalami kerusakan sehingga tripel heliks pada kolagen terlepas
dan menghasilkan polipeptida dengan rantai o bebas, seperti pada
gelatin (Derkach et al., 2019).

Daerah amida Il pada gelatin kulit ikan patin ukuran kecil
menunjukkan adanya struktur a-heliks pada sampel 8K (1541,27
cm?) dan 10K (1540,92 cm™), serta pada gelatin kulit ikan patin
ukuran besar, struktur o-heliks ditemukan pada sampel 2B
(1541,36 cm™) dan 19B (1541,38 cm™). Selain itu, daerah amida Il
pada sampel gelatin kulit ikan kecil dan besar tidak menunjukkan
adanya stuktur B-sheet. Hashim et al (2010), menyatakan bahwa
bilangan gelombang 1550-1540 cm™ pada daerah serapan amida Il
menunjukkan struktur a-heliks dan B-sheet 1525-1520 cm™. Pita
serapan amida Il pada gelatin kulit ikan patin ukuran kecil lebih
rendah dibanding gelatin kulit ikan patin ukuran besar. Menurut
Ahmad dan Benjakul (2011), hal tersebut menujukkan bahwa
gugus N-H lebih banyak terlibat dalam pengikatan rantai o pada
gelatin dengan serapan amida Il yang lebih rendah. Muyonga et al
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(2004), melaporkan bahwa puncak amida | dan Il pada kolagen
yang diekstraksi dari kulit ikan nila dewasa memiliki frekuensi
yang lebih tinggi dibanding kolagen dari kulit ikan nila muda. Hal
tersebut berkaitan dengan jumlah crosslink intermolekuler yang
lebih banyak pada kolagen ikan dewasa dibanding ikan muda.
Pergeseran puncak gugus fungsi pada bilangan gelombang yang
lebih rendah berkaitan dengan susunan molekul yang lebih rendah
(Payne dan Veis, 1988). Amida Il juga mengindikasikan perubahan
pada struktur sekunder gelatin (Barth, 2007).

Daerah serapan amida Il memiliki intensitas yang rendah dan
hampir tidak tampak. Hal tersebut berkaitan dengan hilangnya
struktur tripel heliks kolagen selama didenaturasi menjadi gelatin
(Pradarameswari et al., 2017). Daerah serapan amida IlI
ditunjukkan dengan bilangan gelombang 1300-1000 cm™ (Li et al.,
2014). Pada penelitian ini, daerah serapan amida Il gelatin kulit
ikan patin ukuran besar berada pada bilangan gelombang 1232,76-
1079,84 cm™ dan 1237,94-1079,93 cm™ pada gelatin kulit ikan
patin ukuran kecil. Berdasarkan tabel 4.5 dan 4.6, sebagian besar
daerah serapan amida Ill pada gelatin ikan patin ukuran besar
maupun kecil menunjukkan spektrum yang sama pada bilangan
gelombang 1237 cm™ dan 1080 cm™. Bilangan gelombang 1237
cm! pada daerah amida 111 menunjukkan kerusakan sebagian besar
molekul yang berkaitan dengan transformasi dari struktur tripel
heliks menjadi struktur koil yang berlangsung selama pemanasan,
serta perubahan tersebut merupakan hasil dari denaturasi struktur
tripel heliks kolagen menjadi gelatin (Benjakul et al., 2009).
Daerah serapan 1080-1079 cm terdapat pada gelatin kulit ikan
patin ukuran besar maupun kecil. Hal tersebut menunjukkan bahwa
pada gelatin kulit ikan patin ukuran besar dan kecil memiliki
sedikit perbedaan pada gugus karbonilnya yang berkaitan dengan
vibrasi CO pada 1000-1100 cm™ (Benjakul et al., 2009; Jackson et
al., 1995). Daerah pada rentang bilangan gelombang 1083-1031
cm* menunjukkan vibrasi regangan gugus C-O residu karbohidrat
pada kolagen (Cebi et al., 2016), yang mana ditemukan pada kedua
sampel gelatin, baik gelatin kulit ikan patin ukuran besar maupun
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kecil. Amida 111 menunjukkan kombinasi puncak antara vibrasi
regangan gugus C-N dan deformasi gugus N-H dari amide linkages
yang timbul akibat penyerapan dari vibrasi wagging dari gugus
CHq> dari backbone glisin dan rantai samping prolin (Jackson et al.,
1995).
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat

disimpulkan bahwa

1.

Ukuran tubuh ikan patin berpengaruh terhadap kemurnian dan
gugus fungsi gelatin kulit ikan patin (P. hypophthalmus).
Analisis kemurnian gelatin menunjukkan nilai kemurnian
gelatin kulit ikan patin ukuran kecil relatif lebih rendah (34,36-
86,24%) dibanding gelatin kulit ikan patin ukuran besar (67,57-
85,59%.).

. Hasil pengujian FTIR menunjukkan pada gelatin kulit ikan

patin ukuran kecil dan besar terdapat gugus fungsi O-H, C-H,
N-H, C=0, C=N, C=C, dan N=O. Gelatin kulit ikan patin
ukuran besar dan kecil memiliki nilai bilangan gelombang yang
hampir sama pada daerah serapan amida A, B, I, Il, dan IIl.
Namun, daerah serapan amida | dan Il pada gelatin kulit ikan
patin ukuran besar memiliki frekuensi yang lebih tinggi
dibanding gelatin kulit ikan patin ukuran kecil dimana hal
tersebut berkaitan dengan jumlah crosslink intermolekuler yang
lebih banyak pada kolagen ikan dewasa dibanding ikan muda.

5.2 Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya adalah perlu dilakukan uji

lebih lanjut untuk mengetahui perbedaan komposisi asam amino
dan berat molekul pada gelatin kulit ikan patin ukuran besar dan
kecil sehingga dapat diketahui perbedaan crosslink diantara
keduanya.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Kromatogram hasil purifikasi gelatin kulit ikan patin
ukuran kecil
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Lampiran 2. Kromatogram hasil purifikasi gelatin kulit ikan patin
ukuran besar
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Lampiran 3. Spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin ukuran kecil
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Lampiran 4. Spektrum FTIR gelatin kulit ikan patin ukuran besar
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