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A B S T R A K

Kolagen merupakan salah satu jenis protein yang banyak terkandung dalam tubuh hewan 
dengan proporsi sekitar 30%  dari total protein dalam tubuh secara keseluruhan. Kulit dan 
tulang ikan dapat dimanfaatkan sebagai sumber kolagen alternatif untuk menggantikan 
kolagen dari hewan darat seperti sapi atau babi terkait dengan kekhawatiran isu penyakit 
Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE), flu babi  serta keagamaan/ kehalalan. Tujuan utama 
dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi kolagen dan mengetahui jumlah kolagen yang 
diperoleh dari kulit dan tulang ikan cakalang. Kulit dan tulang ikan cakalang diekstraksi 
dengan cara perendaman menggunakan larutan asam asetat 0,5 M hingga diperoleh filtrat 
yang kemudian dipresipitasi dan dikeringkan dengan spray dryer hingga diperoleh kolagen 
kering. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kolagen yang dapat diisolasi dari ikan cakalang 
dengan nilai persentase sebesar 14,48 % kolagen kulit ikan dan 16,71 % kolagen tulang ikan 
cakalang.

A B S T R A C T

Collagen is a type of protein that is contained in the body of an animal with a proportion 
of about 30 % of the total protein in the body as a whole . Skin and bones of fish can be 
used as an alternative source of collagen to replace the collagen from animals such as cattle. 
Concerning the issue about Bovine Spongiform Encephalopathy ( BSE ) disease, the swine flu 
as well as halal standard product. The main objective of this study was to isolate collagen and 
determine the amount of collagen derived from skin and bones skipjack tuna fish.  Skipjack 
tuna fish skin and bones extracted by immersion using 0.5 M acetic acid solution to obtain a 
filtrate futhermore precipitated and dried with a spray dryer to obtain a dry collagen . The 
results showed that the collagen can be isolated from skipjack tuna with a percentage value 
amounted to ranging from 14.48% collagen of skin and 16.71 % collagen of skipjack tuna.
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PENDAHULUAN
Kolagen adalah salah satu dari jaringan ikat utama 

protein hewani dan telah banyak digunakan sebagai 
bahan biomedis. Kolagen adalah protein yang paling 
berlimpah dalam jaringan hewan dengan proporsi 
30% dari total protein tubuh sebagai komponen 
utama dari jaringan ikat, otot, gusi dan kulit [10]. 
Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh 
Aberoumand (2012), menyatakan bahwa kolagen 
merupakan biomaterial yang penting bagi aplikasi 
medis karena sifatnya yang biodegradable. Kolagen 
telah banyak digunakan untuk kepentingan 
biomedis, farmasetika, industri makanan, industri 
obat, dan industri kosmetik. Dalam industri farmasi, 
kolagen adalah biomaterial alami yang memiliki 
kandungan unik dan telah digunakan untuk 
perawatan kesehatan sejak peradaban Mesir kuno 
[11].

Kolagen sendiri berasal dari bahasa yunani 
yaitu kola yang mempunyai arti “bahan pembentuk 
perekat”. Kolagen adalah protein serabut yang 
memberikan kekuatan dan fleksibilitas pada 
jaringan dan tulang hal ini sangat penting untuk 
berbagai jaringan lainnya, termasuk kulit dan 
tendon. Kolagen digunakan sebagai bahan baku 
dalam industri kosmetik dan farmasi. Dalam bidang 
kosmetik, kolagen berperan sebagai zat aktif yang 
dapat memberikan banyak manfaat untuk kulit 
seperti sebagai zat pencegah keriput, meningkatkan 
kelembaban kulit, menjaga kulit dari radikal bebas, 
dan menjaga elastisitas kulit. Dalam tubuh manusia, 
kadar kolagen dalam kulit akan semakin berkurang 
seiring dengan bertambahnya usia, terlebih akan 
aktifitas manusia yang semakin padat dan seringkali 
terpapar oleh cahaya UV-A serta UV-B dari radiasi 
sinar matahari [5]

Sebagian besar kolagen komersial terbuat dari 
kulit sapi dan kulit babi yang umumnya tidak sesuai 
dengan keyakinan agama dan etnis tertentu seperti 
Muslim, Yahudi, dan Hindu, dan dikhawatirkan juga 
kolagen dari sapi terkontaminasi Bovine Spongiform 
Encephalopathy (BSE) atau penyakit sapi gila (mad cow 
disease) dan dikhawatirkan juga jika berasal dari babi 
mengandung penyakit flu babi. Karena alasan inilah 
dicari alternatif lain sebagai sumber kolagen. 

Pemanfaatan kulit ikan sebagai bahan baku 
kolagen merupakan alternatif yang prospektif 
untuk mengatasi masalah tersebut [3]. Kulit dan 
tulang ikan  merupakan sumber kolagen yang dapat 
diterima oleh semua konsumen baik Islam, Hindu 
dan Yahudi. Beberapa peneliti telah melakukan 
penelitian kolagen yang berasal dari ikan. Isolasi 
kolagen dari kulit ikan buntal pisang memiliki 
rendamen kolagen sebesar 8,65% [6]. Pada kulit ikan 
nila hitam diperoleh rendamen 5,97% [19] dan pada 
tulang ikan tuna diperoleh rendamen 5,93% [8].

Ikan cakalang merupakan salah satu jenis 
ikan tangkapan yang jumlahnya cukup besar di 

perairan indonesia. Ikan cakalang selain menjadi 
ikan konsumsi yang digemari masyarakat, juga 
merupakan komoditas ekspor. Produk ikan cakalang 
sebagian besar hanya memanfaatkan daging ikannya 
saja, sedangkan sisa-sisa pemanfaatan lain berupa 
kepala, sirip, kulit dan tulang belum dimanfaatkan 
secara optimal. Berdasarkan latar belakang di atas 
dengan memanfaatkan limbah kulit dan tulang ikan, 
maka di lakukan penelitian isolasi kolagen dari kulit 
dan tulang cakalang.

METODE PENELITIAN
Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan adalah kulit dan tulang 
ikan cakalang diperoleh dari Pelelangan ikan 
Paotere, NaOH, aqudest, CH3COOH, NaCl, asam 
oksalat, H2SO4 pekat, pereaksi ninhidrin, CuSO, 
serbuk Mg, H2SO4

Pengambilan sampel
Sampel ikan cakalang (Katsuwonus pelamis) 

diperoleh dari pelelangan ikan Paotere Makassar
Ekstraksi  dan Isolasi Kolagen

Proses ekstraksi dan isolasi kolagen dari sampel 
kulit dan tulang ikan cakalang menggunakan metode 
Mocan, E et al. (2011), Ogawa, et al (2004) dengan cara 
isolasi dengan asam. Semua prosedur isolasi kolagen 
dilakukan pada suhu kamar, dengan tahap-tahap 
sebagai berikut:
1.	 Persiapan bahan baku utama. Pemisahan dari 

pengotor. Sampel kulit dan tulang ikan cakalang, 
kemudian ditimbang sebanyak 50 g.

2.	 Sampel kemudian dilakukan penghilangan 
protein non-kolagen dan pembebasan lemak 
(degreasing) dengan cara merendam sampel yang 
telah dipotong-potong dalam larutan NaOH 0,1 
M. Pelarut NaOH yang digunakan untuk kulit 
sebanyak 300 ml dan untuk tulang ikan sebanyak 
500 ml. Perendaman ini dilakukan selama 3 x 24 
jam dan tiap hari pelarut NaOH 0,1 M diganti 
dengan yang baru. Kulit dan tulang dicuci 
dengan aquades hingga pH sampel mencapai 
pH 7.

3.	 Proses ekstraksi kolagen dilakukan dengan 
larutan CH3COOH pada konsentrasi 0,5 M. 
Pelarut yang digunakan untuk kulit ikan 
sebanyak 300 ml dan tulang ikan sebanyak 
500 ml dengan waktu inkubasi 3x24 jam. Hasil 
ekstraksi disaring dengan saringan plastik untuk 
memisahkan residu dan ekstrak (supernatan). 
Supernatan dipresipitasi dengan cara 
menambahkan NaCl 0,9 M sehingga didapatkan 
presipitat kolagen (proses salting-out).

4.	 Presipitat dibiarkan selama 24 jam, kemudian 
disentrifugasi pada 8000 rpm selama 30 menit. 

5.	 Presipitat dan supernatan selanjutnya diliofilisasi 
(spray draying) selama 30 menit dipisahkan dalam 
masing-masing wadah. Sehingga didapatkan 
kolagen kering
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Analisa Karakteristik Kolagen 
Uji yang dilakukan menggunakan metode Murray, 

2003., Wilcox., et al 1998, dan Helmkampet al 1964
1.	 Uji Ninhidrin

Sampel hasil isolat di masukkan dalam tabung 
reaksi, kemudian dilakukan penambahan basa 
NaOH 1M, lalu dengan pereaksi Ninhidrin 1 % 
dipanaskan, dan diamati perubahan yang terjadi.
Hasil positif yang ditujukan adalah berwarna 
ungu, biru, dan kuning pucat berdasarkan jenis 
asam amino yang terkandung.

2.	 Uji Hopkins-Cole
Sampel hasil isolat di masukkan dalam tabung 
reaksi, dan dengan penambahan asam oksalat 1% 
lalu dengan serbuk Mg dalam larutan.Kemudian 
dengan penambahan asam kuat H2SO4 pekat. Di 
amati perubahan yang terjadi. Hasil positif yang 
ditujukan adalah pembentukan cincin ungu 
pada pisahan dua lapisan.

Analisis Spektroskopi UV-Vis Kolagen
Kolagen kering ditimbang sebanyak 50,0 mg 

dan dilarutkan dalam 25 ml asam asetat 0,5 M 
distirer hingga larut, dilakukan penyaringan dan 
dimasukkan ke dalam labu 50 ml, dicukupkan 
volumenya sampai tanda dengan asam asetat 0,5 M. 
setelah itu diambil 3 ml untuk dilakukan pengukuran 
dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis 
pada rentang panjang gelombang 200 – 400 nm.  

ANALISIS DATA
Data yang akan diperoleh berdasarkan hasil 

pengamatan  dan pengukuran dibandingkan dengan 
literatur 

HASIL DAN PEMBAHASAN
Proses ekstraksi kolagen dilakukan dengan 

metode Mocan et al (2011) dan Ogawa (2004) 
dengan beberapa modifikasi. Tahap pertama 
yaitu tahap degreasing, merupakan suatu tahapan 
untuk menghilangkan pengotor dan protein non 
kolagen dengan perendaman menggunakan NaOH 
0,1 M selama 3x24 jam pada suhu kamar dan 
dilakukan penggantian NaOH setiap hari untuk 
memaksimalkan proses degreasing atau penghilangan 
lemak dan protein non kolagen [21]. 

Pada tahap degreasing terjadi perubahan materi 
secara kimia. Materi yang bereaksi adalah protein 
kolagen kulit dan tulang (satu dari tiga asam amino 
yang terkandung dalam rantai peptidanya adalah 
glisin) dengan NaOH, seperti yang terlihat pada 
persamaan berikut [21] :

NH2(CH2)COOH + NaOH NH2(CH2)CHOONa + H2 

Sebelum terjadi reaksi, asam amino yang 
terkandung di dalam kolagen (glisin dan prolin) 
memiliki daya regang yang kuat. Kolagen yang 
membentuk heliks disebut kelompok kolagen. Setelah 
direndam di dalam larutan NaOH, terjadi reaksi 
yang mengakibatkan pilinan heliks menjadi regang 

Setelah proses ekstraksi selesai, dilakukan 
penyaringan untuk memisahkan filtrat atau 
residu, kemudian supernatan/filtrat selanjutnya 
dipurifikasi kolagennya dengan cara salting-out 
menggunakan garam NaCl. Penggunaan garam 
dengan konsentrasi yang tinggi akan menyebabkan 
ditariknya air yang mengelilingi molekul protein, 
sehingga protein mengendap sebagai residu kolagen 
basah. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi pada 8.000 
rpm selama 30 menit, supernatan yang diperoleh 
didiamkan dalam lemari pendingin selama 1x24 
jam untuk  dilakukan liofilisasi. Selanjutnya dengan 
menggunakan spray dryer diperoleh kolagen kering. 
Kolagen kering tersebut selanjutnya dihitung 
kadar rendamennya dengan membandingkan berat 
kolagen kering dengan berat dari sampel awal hingga 
diperoleh angka rendamen sebesar 14,48% untuk 
kulit ikan dan 16,67% untuk tulang ikan cakalang.
Identifikasi Asam Amino Dan Protein Kolagen

Kolagen kering yang diperoleh kemudian 
dilakukan uji pendahuluan dengan menggunakan 
beberapa pereaksi.

Pada uji ninhidrin menunjukkan terjadinya 
perubahan warna dari bening ke kuning, yang 
secara teori hasil positif ninhidrin adalah berwarna 
biru,ungu dan kuning, bergantung dari jenis asam 
amino penyusunnya. Uji ini bertujuan untuk 
menentukan apakah dalam suatu larutan sampel 
terdapat gugus asam amino bebas. Reaksi yang terjadi 
antara sampel dan pereaksi ninhidrin menyebabkan 
terbentuknya senyawa kompleks diketohidrindilen-
diketohidrindamin. Semua asam amino alfa bereaksi 
dengan ninhidrin membentuk  aldehida dengan satu 
atom C lebih rendah dan melepaskan NH3 dan CO2. 
Selain itu terbentuk kompleks berwarna biru yang 
disebabkan oleh 2 molekul ninhidrin yang bereaksi 
dengan NH3 (Riawan, 2010).

Selanjutnya pengujian yang dilakukan adalah 
uji Hopkins-cole yang bertujuan untuk pengujian 
asam amino triptofan. Triptofan akan berkondensasi 
dengan aldehida dan asam pekat sehingga 
membentuk kompleks berbentuk cincin ungu dari 
jenis asam 2,3,4,5-tetrahidro-karbolin-4-karboksilat 
[14]). Hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh 
hasil negatif karena berupa warna yang dihasilkan 
kuning bening dan berbusa setelah penambahan 
serbuk magnesium dan asam sulfat pekat. 

pada kulit dan tulang sehingga dapat mengikat air.  
Hal ini ditandai dengan struktur yang semula tipis 
menjadi tebal dan warna menjadi bening. Perubahan 
wujud materi yang terjadi berupa perubahan fisika 
terjadi perubahan bentuk dan wujud tetapi tidak 
diikuti perubahan jenis [21].

Tahap ekstraksi dengan asam asetat menyebabkan 
terjadinya perubahan materi protein kolagen (asam 
amino glisin) yang bereaksi dengan CH3COOH 
seperti yang terlihat pada persamaan berikut [21]:

CH3COONH2 + CH3COOH    CH3COONH3 + CH3COO-
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Hasil Analisis Spektroskopi UV-Vis Kolagen
Hasil pengukuran yang dilakukan pada kulit dan 

tulang ikan cakalang menunjukkan positif adanya 
kolagen. Hal ini ditandai dengan adanya absorbsi 
pada panjang gelombang 232 nm dan 231,5 nm 
dimana serapan panjang gelombang untuk kolagen 
terdapat pada rentang 200-250 nm (Erizal, 2014). Hal 
yang sama juga dilaporkan oleh Li dkk (2007) serta 
Zhang dkk (2011) yaitu kolagen yang diperoleh dari 
ikan lele (catfish) absorbansi maksimumnya disekitar 
232 nm dan kolagen sisik ikan gurame (carp fish) 
pada absorbansi maksimum 230 nm.

KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil penelitian isolasi kolagen dari 

kulit dan tulang ikan cakalang (Katsuwonus pelamis) 
yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa 
(1) Kulit dan tulang ikan cakalang mengandung 
kolagen berdasarkan hasil uji kualitatif. (2) Nilai 
rendamen kolagen yang diperoleh dari kulit ikan 
dan tulang ikan cakalang sebesar 14,48 dan 16,71%  
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