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RINGKASAN 

MUHAMMAD RESTU BAIHAQI. 155080307111018. Pengaruh Perbedaan Rasio 
Berat Kulit Ikan Bader (Barbonymus gonionotus) dengan Asam Asetat dan Lama 
Waktu Ekstraksi Terhadap Rendemen serta Karakteristik Kolagen. (Dibawah 
bimbingan Dr. Sc. Asep Awaludin P., S.Pi, MP dan Abdul Aziz Jaziri, S.Pi, 
M.Sc).  

 
Pemanfaatan limbah kulit ikan sebagai bahan baku kolagen merupakan 

salah satu alternatif peningkatan nilai tambah limbah industri perikanan, 
sekaligus mengurangi dampak negatif terhadap lingkungan. Kolagen, umumnya 
diisolasi dari jaringan kulit hewan darat (sapi dan babi), tetapi bahaya penyakit 
bovine, spongiform encephalopathy (BSE) serta penyakit kuku dan mulut dari 
jaringan kulit sapi dan penggunaan babi serta turunannya yang diharamkan oleh 
masyarakat muslim. Salah satu alternatif yang dapat dimanfaatkan adalah kulit 
ikan bader (Barbonymus gonionotus). Ikan bader merupakan ikan non ekonomis 
yang sebagian besar hanya dimanfaatkan bagian dagingnya saja, namun limbah 
dari ikan bader salah satunya limbah kulit ikan bader kurang dimanfaatkan. 
Kualitas kolagen dipengaruhi oleh metode ekstraksi, seperti rasio pemakaian 
asam dan lama waktu ekstraksi. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
menentukan pengaruh perbedaan rasio berat kulit ikan bader dengan asam 
asetat dan lama waktu ekstraksi terhadap rendemen dan karakteristik kolagen.  

Metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu metode eksperimen 
digunakan untuk parameter rendemen dan metode deskriptif digunakan untuk 
parameter karakteristik yaitu FTIR (Fourier Transform InfraRed), berat molekul 
SDS-PAGE, komposisi asam amino. Rancangan percobaan dalam penelitian 
adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial dengan menggunakan dua 
faktor. Faktor pertama adalah rasio berat kulit ikan dengan asam asetat (A). 
Faktor kedua adalah lama waktu ekstraksi asam asetat (B) dengan tiga kali 
ulangan. Data yang diperoleh dari penelitian metode eksperimen dilakukan 
analisis terhadap rendemen kolagen kulit ikan bader. kemudian dilakukan 
analisis ANOVA dengan aplikasi SPSS 25.0. dilanjutkan dengan uji tuckey untuk 
menentukan notasi. Setelah mendapatkan rendemen tertinggi dilakukan 
karakterisasi berupa FTIR,  SDS-PAGE dan komposisi asam amino. 

Hasil penelitian kolagen kulit ikan bader menunjukkan rasio asam asetat 
dan lama waktu perendaman asam asetat berbeda nyata (p < 0,05) terhadap 
rendemen yang dihasilkan. Rendemen tertinggi didapatkan pada perlakuan A2B2 
yaitu rasio 1:20 (b/v) dengan lama waktu ekstraksi 36 jam senilai 52,54 %. 
Sedangkan rendemen terendah didapatkan pada perlakuan A1B1 rasio 1:10 (b/v) 
dengan lama waktu ekstraksi 24 jam senilai 42,17 %. Karakteristik kolagen dari 
kulit ikan bader berdasarkan analisis FTIR didapatkan semua perlakuan memiliki 
gugus fungsi khas kolagen yaitu amida A, amida B, amida I, amida II dan amida 
III. Hasil SDS-PAGE menunjukkan berat molekul kolagen kulit ikan bader 
memiliki struktur α1 dan α2, dengan nilai berkisar antara 99,45-108,72 kDa. Hasil 
analisis komposisi asam amino tertinggi pada glisin sebesar 26,64 %, prolin 
sebesar 12,60 %, asam glutamat 11,74 %, arginin 11,03 % dan alanin 10,36 %. 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah rasio 1:20 (b/v) memiliki nilai 
rendemen lebih tinggi dari rasio 1:10 (b/v) dan lama waktu ekstraksi asam asetat 
36 jam memiliki nilai rendemen lebih tinggi dari lama waktu ekstraksi 24 jam. 
Berdasarkan karakteristik diatas, hasil ekstraksi kulit ikan bader memenuhi syarat 
sebagai kolagen. 
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1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia  merupakan  negara  kepulauan  yang memiliki potensi sumber 

daya perikanan yang sangat besar. Hasil perikanan tersebut tidak hanya 

dipasarkan dalam bentuk segar, tetapi diolah menjadi produk yang lebih tinggi. 

Pada proses produksinya, industri pengolahan perikanan seringkali 

menghasilkan limbah dalam jumlah yang melimpah. Total limbah pengolahan 

hasil perikanan sebesar 30%. Produksi perikanan nasional menurut KKP 

mencapai 23,26 juta ton pada 2017. Jika dihitung maka limbah yang dihasilkan 

6,99 juta ton. Limbah perikanan tersbut terdiri dari limbah cair dan limbah padat. 

Limbah cair berupa darah, lendir, dan lemak. Sedangkan limbah padat berupa 

kepala, sirip, kulit, tulang, jeroan dan sisik. Saat ini limbah perikanan tersebut 

sangat sedikit pemanfaatannya, biasanya dimanfaatkan menjadi tepung ikan dari 

limbah padat yang digunakan sebagai bahan baku utama pada pembuatan 

pakan ternak. Padahal limbah perikanan memiliki nilai tambah yang tinggi karena 

dapat digunakan sebagai bahan baku pembuatan kolagen.  

Kolagen merupakan protein utama penyusun struktur jaringan ikat 

golongan vertebrata dengan proporsi sekitar 30% dari total protein tubuh 

manusia. (Chai, et al. 2010). Kolagen merupakan struktur serat protein (20-30%) 

dari keseluruhan protein yang terdapat pada tubuh hewan vertebrata, tepatnya 

pada matriks ekstraseluler dan jaringan penghubung hewan. Kolagen dapat 

ditemukan pada kornea, tulang, pembuluh darah, tulang rawan dan dentin gigi 

(Wang, et al. 2008). Kolagen digunakan sebagai bahan baku dalam industri 

makanan, kosmetik, pembuatan film, biomaterial dan farmasi. Kolagen, 

umumnya diisolasi dari jaringan kulit hewan darat (sapi dan babi), tetapi bahaya 

penyakit bovine spongiform encephalopathy (BSE) akibat dari jaringan kulit sapi 
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(Yamaguchi, 2002), serta penggunaan babi dan turunannya diharamkan oleh 

masyarakat muslim dunia. Kondisi ini memberikan peluang besar untuk 

pemanfaatan kulit ikan sebagai sumber kolagen.   

Salah satu hasil perikanan yang bisa menjadi alternatif bahan baku kolagen 

adalah kulit ikan bader. Ikan bader (Barbonymus gonionotus) merupakan salah 

satu spesies ikan air tawar yang hidup didaerah tropis. Ikan bader memiliki 

daging yang tebal serta berpotensi untuk dibudidayakan karena mampu 

beradaptasi pada kondisi lingkungan dengan kisaran salinitas yang luas. Ikan 

bader biasanya hanya diolah menjadi olahan makanan yang hanya diambil 

dagingnya saja, sehingga menyisakan limbah berupa kepala, tulang, jeroan, kulit 

dan sisik. Berdasarkan observasi di lapangan, Limbah kulit ikan bader memiliki 

rendemen 30% dari 10 kg total ikan utuh. Namun limbah kulit tersebut tidak ada 

penanganan maupun pengolahannya. Oleh karena itu, jika kulit ikan bader dapat 

dimanfaatkan dengan baik, maka akan berpotensi sebagai sumber kolagen 

potensial serta aman dan halal dikonsumsi masyarakat untuk dijadikan sumber 

alternatif pengganti kolagen dari babi dan sapi. Serta, dapat mengurangi dampak 

negatif terhadap lingkungan.  

Untuk mendapatkan kolagen bisa dilakukan dengan metode ekstraksi 

menggunakan asam atau acid soluble collagen (ASC) atau ekstraksi 

menggunakan enzim atau pepsin soluble collagen (PSC). Umumnya kolagen 

larut dalam pelarut asam tetapi, pada pH yang sangat asam kelarutan menjadi 

sedikit menurun (Kittiphattanabawon, et al. 2005). Oleh karena itu, ekstraksi 

kolagen di lakukan dengan menggunakan asam lemah dengan konsentrasi 

rendah seperti asam asetat. Jaswir, et al. (2011), menyatakan bahwa 

Perendaman kulit ikan di dalam asam asetat mengakibatkan kulit ikan akan 

mengembang. Hal tersebut terjadi akibat penetrasi air ke dalam struktur kulit. 

Penggunaan larutan asam asetat akan meningkatkan ion H+, kondisi tersebut 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
3 

 

membantu air masuk ke dalam struktur kulit melalui gaya elektrostatik antara 

gugus polar (pengembangan elektrostatik) atau ikatan hidrogen antara gugus 

polar dan atom negatif (hidrasi liotropik). Pembengkakan struktur kulit ikan ini 

penting karena berpengaruh terhadap utuhnya struktur serat tropokolagen 

menjadi prokolagen melalui terganggunya ikatan non kovalen dan pada akhirnya 

memudahkan kelarutan kolagen pada proses ekstraksi. Asam asetat memiliki 

gugus karboksil (-COOH) yang dapat berikatan dengan gugus amina (-NH) dari 

protein kolagen sehingga memudahkan proses ekstraksi kolagen. 

Isolasi kolagen sudah cukup banyak dilakukan, pada penelitian sadowska, 

et al. (2003), ekstraksi kolagen ikan dengan perbandingan rasio asam asetat 

yang berbeda menunjukkan pengaruh yang signifikan terhadap hasil ekstraksi 

kolagen dari kulit baltic cod (Gadus morhua). Menurut Wang, et al. (2008), 

ekstraksi kolagen dari kulit ikan grass crap (Ctenopharyngodon idella) 

menunjukkan hasil kolagen yang larut dalam asam asetat meningkat dengan 

perpanjangan waktu, peningkatan ditunjukkan ketika waktu lebih lama dari 24 

jam dan hasil tertinggi ekstraksi kolagen yaitu 19,18 mg/g yang diamati setelah 

36 jam perendaman.  

Rendemen merupakan persentase kolagen berdasarkan nilai bahan baku 

awal. perbedaan nilai rendemen pada kolagen yang dihasilkan dapat disebabkan 

oleh perbedaan metode ekstraksi, konsentrasi larutan untuk menghilangkan 

protein non kolagen, jenis bahan,  suhu dan lama waktu produksi (Potaros, et al. 

2009). Pada penelitian Duan, et al. (2008), untuk ekstraksi kolagen kulit dari ikan 

mas (Cyprinus carpio) dengan konsentrasi asam asetat, waktu dan suhu yang 

berbeda menunjukkan pengaruh yang signifikan pada ekstraksi kolagen yang 

larut dalam asam, dengan hasil rendemen 41,3%. Hasil kolagen terlarut 

meningkat dengan meningkatnya konsentrasi asam asetat atau suhu ke nilai 

tertentu. 
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Karakteristik kolagen merupakan sifat penting untuk mengetahui potensi 

yang terdapat pada kolagen tersebut. Kolagen yang dihasilkan dari perlakuan  

pada penelitian tahap sebelumnya dilakukan karakterisasi. Karakteristik meliputi 

rendemen, analisis termal dengan differential scanning calorimetry (DSC) 

(Martianingsih dan Atmaja, 2009), gugus fungsi dengan FTIR (Muyonga,  et al. 

2004). analisis asam amino dengan HPLC (AOAC, 1995) dan analisis berat 

molekul dengan SDS-PAGE (Sigh, et al. 2011)                                                                                  

Berdasarkan informasi diatas, isolasi kolagen dari kulit ikan bader 

(barbonymus gonionotus) dengan metode ekstraksi asam atau acid soluble 

collagen (ASC) bertujuan untuk menentukan pengaruh perbedaan rasio berat 

kulit ikan bader dengan asam asetat dan lama waktu ekstraksi terhadap 

rendemen dan karakteristik kolagen.  

1.2 Perumusan Masalah 

Bagaimana pengaruh perbedaan rasio berat kulit ikan bader (Barbonymus 

gonionotus) dengan asam asetat dan lama waktu ekstraksi terhadap rendemen 

dan karakteristik kolagen ? 

1.3 Tujuan 

Tujuan dari penelitian adalah untuk menentukan pengaruh perbedaan rasio 

berat kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) dengan asam asetat dan lama 

waktu ekstraksi terhadap rendemen dan karakteristik kolagen.  

1.4 Hipotesis 

Hipotesis dari penelitian yang dilakukan adalah perbedaan rasio berat kulit 

ikan bader (Barbonymus gonionotus) dengan asam asetat dan lama waktu 

ekstraksi berpengaruh terhadap rendemen dan karakteristik kolagen. 
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1.5 Kegunaan 

Kegunaan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh perbedaan 

rasio berat kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) dengan asam asetat dan 

lama waktu ekstraksi terhadap rendemen dan karakteristik kolagen. 

1.6 Tempat dan Waktu Pelaksanaan 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Ilmu Teknologi Hasil Perikanan 

divisi Perekayasaan Hasil Perikanan dan divisi Nutrisi dan Pakan Ikan, 

Laboratorium Budidaya Ikan divisi Penyakit dan Kesehatan Ikan, Fakultas 

Perikanan dan Ilmu Kelautan, Laboratorium Biomedik, Fakultas Kedokteran, 

Laboratorium Instrumentasi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Brawijaya, Malang dan Graha SIG (Saraswanti Indo Genetech) 

Bogor. Penelitian ini dilakukan pada bulan Desamber 2018 sampai Juli 2019.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

2.  TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Klasifikasi Ikan bader (Barbonymus gonionotus) 

 Ikan bader (Barbonymus gonionotus) merupakan salah satu ikan asli 

perairan umum Indonesia dan telah lama dikenal sebagai ikan konsumsi penting. 

Menurut Herawati (2015), ikan bader merupakan ikan herbivora, daun-daunan 

merupakan pakan yang penting bagi bader. 

 Ikan bader merupakan jenis ikan herbivora atau pemakan tumbuhan 

(Kottelat, et al. 1993). Ikan bader termasuk salah satu ikan air tawar yang mampu 

hidup di air payau dengan salinitas 7 ppt. Oleh karena itu, ikan air tawar dapat 

dibudidayakan, di tambak, waduk, bendungan dan perairan umum dapat 

dilakukan dengan sistem jaring terapung dan keramba. menurut Nelson (2006), 

Klasifikasi ikan bader adalah sebagai berikut :  

Kingdom : Animalia 
Phyllum : Chordata 
Sub Phylum  : Vertebrata 
Super Kelas  : Pisces 
Kelas  : Actinopterygii 
Ordo  : Cypriniformes 
Superfamili : Cyprinoidea 
Famili   : Cyprininae  
Sub Famili : Cyprininae 
Genus   : Barbonimus  
Spesies  : Barbonymus gonionotus 
 
 Morfologi ikan bader (Barbonymus gonionotus) dapat dilihat pada 
Gambar 1. 

 

 
Gambar 1. Morfologi Ikan bader (Barbonymus gonionotus) (Data primer, 2018) 
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2.2 Morfologi Ikan bader (Barbonymus gonionotus) 

Ikan bader tergolong kedalam keluarga cyprinidae, bentuk tubuhnya hampir 

mirip dengan ikan mas dan ikan nilem. Bentuk tubuh ikan bader agak 

memanjang, pipih ke samping, bentuk punggung membusur sehingga kelihatan 

seperti segitiga. Tinggi badan ikan ini 1 : 2,4 – 2,6 kali panjang standar. Moncong 

runcing, mulut terletak di ujung tengah, kecil dan mempunyai dua pasang sungut 

yang sangat kecil. Permukaan sirip punggung seperti jari-jari. Sirip dubur 

bercagak, permukaan sirip ini berhadapan dengan sisi linear latelaris ke 19. Sirip 

ekor juga bercagak dalam (simetris) dengan lobus membulat. Sisik garis rusuk 

(linear literalis) berjumlah 29-31 buah. Sisik relatif besar dengan warna putih 

keperak - perakan, dibagian punggung warna lebih gelap sedangkan dibagian 

perut berwarna lebih putih ( Herawati, 2015). 

Ikan bader termasuk ke dalam famili cyprinidae seperti ikan mas dan ikan 

nilem. Bentuk badan agak panjang dan pipih dengan punggung meninggi, kepala 

kecil, moncong meruncing, mulut kecil terletak pada ujung hidung, sungut sangat 

kecil atau rudimenter. Di bawah garis rusuk terdapat sisik 5½ buah dan 3-3½ 

buah di antara garis rusuk dan permukaan sirip perut. Garis rusuknya sempurna 

berjumlah antara 29-31 buah. Badan berwarna keperakan agak gelap di bagian 

punggung.  Pada moncong terdapat tonjolan-tonjolan  yang  sangat kecil.  Sirip 

punggung  dan sirip ekor  berwarna abu-abu atau kekuningan,  dan  sirip  ekor 

bercagak dalam dengan lobus membulat, sirip dada berwarna kuning dan sirip 

dubur berwarna oranye terang. Sirip dubur mempunyai 6½ jari-jari bercabang 

(Kottelat, et al. 1993). Sisik dengan struktur beberapa jari-jari sejajar atau 

melengkung ke ujung, sedikit atau tidak ada proyeksi jari-jari ke samping. Ada 

tonjolan sangat kecil, memanjang dari tulang mata sampai ke moncong dan dari 

dahi ke antara mata. Sirip dubur mempunyai 6½ jari-jari bercabang, 3-3½ sisik 

antara gurat sisi dan awal sirip perut (Kottelat, et al. 1993). 
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2.3 Kolagen 

Kolagen merupakan salah satu jenis protein fibriliar yang mengandung 

30% protein dari total protein dalam tubuh, yang berfungsi sebagai bahan 

penyusun tubuh karena bersifat melekatkan sel untuk membentuk kerangka 

jaringan dan organ tubuh. 

2.3.1 Pengertian kolagen 

Kolagen merupakan material yang mempunyai kekuatan rentang dan  

struktur yang berbentuk serat. Protein jenis ini banyak terdapat dalam  vertebrata  

tingkat tinggi. Hampir sepertiga protein  dalam tubuh  vertebrata  berada  sebagai 

kolagen. Semakin besar  hewan, semakin  besar  pula  bagian  total protein  yang  

merupakan kolagen. Kolagen juga merupakan komponen serat utama dalam  

tulang, gigi, tulang rawan, lapisan kulit dalam (dermis),  tendon (urat daging) dan 

tulang rawan. Bahan di bagian dalam lensa mata dapat dikatakan tersusun dari  

kolagen murni. Kolagen ada dalam semua organ yang menampilkan kekuatan  

dan kekakuan (Katili, 2009). 

Kolagen adalah komponen utama lapisan kulit dermis (bagian bawah 

epidermis) yang dibuat oleh sel fibroblas. Pada dasarnya kolagen adalah 

senyawa protein rantai panjang yang tersusun lagi atas asam amino alanin, 

arginin, lisin, glisin, prolin, serta hiroksiprolin. Sebelum menjadi kolagen, terlebih 

dahulu terbentuk pro kolagen (Hartati dan Kurniasari, 2010). Kolagen merupakan 

protein penting yang menghubungkan sel dengan sel yang lain. Sepertiga dari 

protein yang terkandung dalam tubuh manusia terdiri dari kolagen. Fungsi dari 

kolagen pada tubuh berbeda-beda tergantung pada lokasinya. Namun demikian, 

kolagen sangat diperlukan dalam menjaga kemudaan dan kesehatan (Hartati dan 

Kurniasari, 2010). 
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Kolagen adalah protein serabut yang memberikan kekuatan dan 

fleksibilitas pada jaringan dan tulang serta memegang peranan penting bagi 

jaringan lainnya, termasuk kulit dan tendon. Senyawa ini merupakan protein 

utama yang menyusun komponen matrik ekstraseluler. Kolagen tersusun atas  

triple helix  dari tiga rantai α polipeptida, mengandung dua jenis turunan asam 

amino yang tidak langsung dimasukkan selama proses translasi. Struktur triple 

helix kolagen berasal dari tiga asam amino utama, yakni  glycine, proline, dan 

hydroxyproline  (Setyowati dan Setyani, 2015). 

2.3.2 Karakteristik kolagen 

Jika dididihkan di dalam air, kolagen akan mengalami transformasi, dari  

bentuk untaian, tidak larut  dan  tidak  tercerna  menjadi gelatin,  yaitu  campuran  

polipetida yang larut yang merupakan dasar pembentuk gelatin. Perubahan  ini 

melibatkan hidrolisis beberapa ikatan kovalen pada kolagen, karena kolagen  

pada jaringan pengikat dan pembuluh yang menjadikan daging berbentuk liat. 

Kolagen mengandung kira-kira 35% glisin dan kira-kira 11% alanin; persentasi 

asam amino ini agak luar biasa tinggi. Yang lebih menojol adalah  kandungan 

prolin dan 4-hidroksiprolin yang tinggi, yaitu asam amino yang  jarang ditemukan 

pada protein selain pada kolagen dan elastin.  Bersama-sama, prolin dan 

hidroksiprolin mencapai kira-kira 21% dari residu asam amino pada kolagen  

(Katili, 2009). 

 Kolagen tersusun dari asam amino yang bervariasi dan berbeda-beda 

antar spesies. Akan tetapi secara umum kolagen tersusun dari 3 asam amino 

utama yaitu glisin, prolin, dan alanin. Glisin menyusun hampir dua pertiga struktur 

kolagen sedangkan sisanya merupakan asam amino yang lain (Chi,  et al. 2014). 

Kolagen tipe I umumnya terdiri dari 15 hingga 17 asam amino. Asam amino 

sistein tidak ditemukan pada kolagen. Asam glutamat lebih banyak ditemukan 
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dari sumber hewan laut dibandingkan mamalia darat (jongjareonrak, et al. 2005). 

Kolagen merupakan sumber asam amino yang tidak lengkap karena tidak 

memiliki asam amino triptofan. Kolagen dari tipe I hingga tipe 28 tidak ditemukan 

adanya asam amino tersebut (Kaddler, et al. 2007). 

2.3.3 Struktur Kolagen  

Strutur kolagen  tersusun atas tiga tingkat seperti pada (Gambar 2) yakni :  

1.  Kerangka  kovalen  terdiri  dari rantai-rantai  protein  individual dengan bobot 

molekular sebesar kira-kira 100.000 masing-masing. Residu asam amino 

yang  paling  berlimpah  adalah glisin, atas  tanggung  jawab 33% dari residu  

asam  amino total  yang ada. Prolin juga berlimpah (12%) dan juga ada asam-

asam amino yang tidak umum,  hidroksiprolin dan hidroksilisin.  

2.  Tiga rantai bergabung untuk membentuk tripel heliks dalam struktur sekunder.  

Tripel heliks ini merupakan satuan  struktural dasar  dari  kolagen dan  disebut 

tropokolagen. Tropokolagen merupakan batang berdiameter 15 A dan  

panjang  3000  A. Dalam heliks tropokolagen ketiga benang  terikat  hidrogen 

satu dengan yang lain dengan perantaraan gugus peptida -NH dari residu  

glisin dan gugus peptida -C=O pada rantai lain. Ini merupakan struktur heliks 

yang berbeda nyata dari o.-heliks.  

3. Satuan tropokolagen yang terangkaikan secara kovalen yang kemudian 

membentuk satu  ikatan  atau  berkas  yang disebut  mikrofibril.  Kolagenibril  

fibril dapat terbentuk dalam ikatan paralel, dalam hal pembentukan urat, atau  

dalam lembaran-lembaran seperti ikatan pembentukan kertas dan dalam  hal  

pembentukan  kulit (Setyowati dan Setyani, 2015). 
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Gambar 2. Struktur kolagen triple helix (Setyowati dan Setyani, 2015). 

2.3.4 Tipe Kolagen 

Kolagen dengan konformasi tripel heliks telah teridentifikasi sebanyak 29 

varian, yaitu tipe I – XXIX (Liu, et al. 2010). Tipe-tipe kolagen tersebut terdapat 

pada berbagai macam jaringan, antara lain: tipe I terdapat pada kebanyakan 

jaringan ikat seperti tulang, kulit, tendon dan pembuluh darah, tipe II terdapat 

pada kartilago dan bagian virous mata, tipe III terdapat pada pembuluh darah, 

tipe IV terdapat pada membran basalis semua organ, tipe V terdapat pada 

tendon, mata dan jaringan interstisial, tipe VI terdapat pada hati, ginjal, dan 

perikondrium, tipe VII terdapat pada pertemuan epidermis dengan dermis, tipe 

VIII terdapat pada sel endotelial, tipe IX terdapat pada kartilago, tipe X terdapat 

pada kartilago hipertrofik dan kartilago yang dimineralkan, tipe XI terdapat pada 

kartilago, tipe XII terdapat pada tendon dan kolagen fibril terasosiasi, tipe XIII 

terdapat pada epidermis, folikel rambut, sel sel pada akar kuku, tipe XIV sama 

seperti tipe I, tipe XV terdapat pada banyak jaringan yaitu kapiler, testis, ginjal, 

jantung, tipe XVI terdapat pada dermis, ginjal, tipe XVII terdapat pada 

hemidesmosom dan kulit, tipe XVIII terdapat pada hati dan ginjal, tipe XIX 

terdapat pada dasar membran, tipe XX terdapat pada kornea mata, tipe XXI pada 

perut, ginjal, tipe XXII pada persimpangan jaringan, tipe XXIII pada retina, 

jantung, tipe XXIV pada tulang, kornea, tipe XXV otak, testis, tipe XXVI pada 

jaringan embrionik, tipe XXVII pada tulang rawan, pada XVIII terdapat pada trans 
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membran, tipe kolagen XXIX terdapat pada tendon (Nurhayati dan 

Peranginangin, 2009). 

 Berdasarkan strukturnya, kolagen terbagi menjadi enam kelompok yaitu 

kolagen fibrilliar, jaringan, fibliar terasosiasi (FACIT), rangkaian mutiara, 

verankerungsfibrillen, dan transmembran. Kolagen fibrillar terdiri dari kolagen tipe 

I, II, III, V dan XI. Sedangkan kolagen tipe IV (lamina densa dari dasar membran 

hemidesmosom), VIII, dan X. Kolagen fibriliar terasosiasi (FACIT) terdiri dari 

kolagen tipe IX, XII, XIV, dan XXII. Kolagen berbentuk rangkaian mutiara yaitu 

kolagen tipe VI. Kolagen verakerungsfibrillen yaitu kolage tipe VII, dan kolagen 

dengan domain transmembran yaitu kolagen tipe XIII, XVII, XXIII dan XXV 

(Nurhayati dan Peranginangin, 2009). 

2.3.5 Sumber kolagen 

Kolagen komersial biasanya diperoleh dari kulit sapi, kulit babi, atau kulit 

ayam, tetapi penggunaannya kurang tepat mengingat pertimbangan agama dan 

kontaminasi biologis seperti BSE (bovine spongiform encephalopathy), TSE 

(transmissible spongiform encephalophaty), FMD (foot and mouth disease) dan 

sebagainya. Kandungan asam amino yang tinggi pada hewan yang hidup darat 

juga menyebabkan proses denaturasi lebih cepat sehingga kualitas kolagennya 

juga rendah (Aberoumand, 2012). Di sisi lain, pendayagunaan kolagen yang 

berasal dari hewan yang hidup di air, seperti ikan dapat menjadi alternatif yang 

menjanjikan. Ekstrak kolagen dapat berperan sebagai kosmetik dan obat, serta 

residunya (hydrolysate) dapat dimanfaatkan dalam industri makanan sebagai 

pelembut makanan. Kolagen yang berasal dari sisik ikan dapat digunakan untuk 

menyembuhkan luka bakar dan perbaikan jaringan (Setyowati dan Setyani, 

2015). 
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2.3.6 Ekstraksi kolagen 

Kolagen dapat diekstrak dari kulit (Ahmad dan Benjakul 2010; Singh,  et 

al. 2010; Kittiphattanabawon,  et al. 2005), sisik (Li,  et al. 2008; Matmaroh,  et al. 

2011; Zhang,  et al. 2011), dan tulang (Kittiphattanabawon, et al. 2005). Ekstraksi 

kolagen dapat dilakukan dengan asam atau basa. Proses asam cocok digunakan 

untuk bahan baku yang memiliki struktur kolagen dengan sedikit ikatan silang, 

misalnya babi dan kulit ikan; sedangkan proses basa umumnya digunakan untuk 

bahan baku yang memiliki ikatan silang lebih padat dan kompleks seperti tulang 

dan kulit sapi (Karim dan Bhat, 2009). Zhou dan Regenstein (2005), 

menunjukkan pretreatment untuk menghilangkan protein nonkolagen 

menggunakan NaOH dengan konsentrasi 0,01 mol/L OH dan 0,1 mol/L OH. 

Deproteinasi kulit dan tulang bigeye snapper (Priacanthus tayenus) 

menggunakan 0,1 N NaOH 1:10 (b/v) selama 6 jam dilanjutkan dengan deffated  

dengan butil alkohol 10% 1:10 (b/v) selama 18 jam, kemudian kolagen diekstrak 

dengan CH3COOH 0,5 M 1:30 (b/v) selama 24 jam (Kittiphattanabawon,  et al. 

2005). 

 Kolagen juga dapat diekstrak dengan kombinasi asam dan enzim. 

Beberapa jenis enzim yang dapat digunakan adalah pepsin, tripsin, pankreatin, 

fisin, bromelin dan papain (Skierka dan Sadowska, 2007). Ekstraksi kolagen dari 

kulit ikan menurut Schimdt, et al. (2016), dapat dengan menggunakan hidrolisis 

asam atau acid soluble collagen (ASC) dan pepsin soluble collagen (PSC). 

(Alhana, et al. 2015). 

Ekstraksi kolagen menggunakan asam asetat dengan berbagai sampel 

kulit ikan air tawar dari beberapa sumber dapat dilihat pada Tabel 1. 
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Tabel 1.  Ekstraksi kolagen kulit ikan air tawar dengan asam asetat 
Bahan 
Baku 

Pelarut  
Ekstraksi 

Rasio 
dan lama 
waktu 

Yield Karakteristik Referensi 

Ikan patin 
(Pangasianodon 
hypophthalmus) 

Asam  
asetat  
0,5M 

1:15 
(b/v), 24 
jam 

5,1% 
berat 
kering 

- Asam amino : 
glisin;30.9%, 
prolin;12%, 
alanin;11.6% 

- FTIR: amida A, B, I, II 
dan III (3321, 2926, 
1651, 1551,1242 cm

-1
) 

- berat molekul: 116 kDa 
Struktur α1 dan α2 

Singh, et 
al. 2011 

Ikan nila  
(Oreochromis 
niloticus) 

Asam  
asetat  
0,5M 

-1:50 
(b/v), 
3 hari 
-1;30 
(b/v),  
2 hari 

39,4% 
berat 
basah 

- Asam amino: glisin; 
35,6%, prolin;12,8%, 
alanin;11,9% 

- FTIR: - 
- Berat molekul: <116 

kDa 
Struktur α1, α2, α3  

Zeng, et 
al. 2009 

Ikan mas 
(Cyprinus 
carpio) 

Asam  
asetat  
0,5 M 

1:5 
(b/v),   
3 hari 

41,3% 
berat 
basah 

- Asam amino: glisin; 
33,2%, prolin; 11,4%, 
alanin; 11,8% 

- FTIR: amida A, B, I, II 
dan III (3324,33; 2854 
1649,5; 1540 dan 
1235 cm

-1
) 

-berat molekul: <116 
kDa 
Struktur α1 dan α2 

Duan, et 
al. 2009 

Ikan nila 
(Oreochromis 
niloticus) 

Asam 
Asetat 
0,5 M 

 27,2% 
Berat 
Basah 

-Asam amino: glisin; 
28,7%, prolin; 12,7%, 
alanin; 14,1%. 

- FTIR: amida A, B, I, II 
dan III  

   (3321,55; 2924,26; 
1652,22; 1554,92; 
1244,23 cm

-1
) 

- berat molekul: <140 
kDa 
Struktur α1 dan α2 

Chen, et 
al. 2016 

Ikan Nila 
(Oreochromis 
niloticus) 

Asam 
Asetat 
0,5 M 

1:70 
(b/v), 24 
jam 

48,21
% 
Berat 
basah 

- Asam amino: glisin; 
25,15%, prolin; 11%, 
alanin; 10,4%. 

-  
- berat molekul:>160 

kDa 
struktur α1 dan α2 

Noitup, et 
al. 2005 
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2.3.7 Komposisi asam amino kolagen  

Asam amino merupakan struktur pembentuk protein. Asam amino terdiri 

dari sebuah gugus amino (NH2), sebuah gugus karboksil (COOH), sebuah atom 

hidrogen dan gugus R (rantai cabang) yang terikat pada sebuah atom karbon 

(Winarno, 2008). Kolagen merupakan komponen struktural utama dari jaringan 

ikat yang meliputi hampir  30 % dari total protein tubuh. Molekul dasar kolagen 

terbentuk dari tiga rantai polipeptida yang saling berpilin membentuk struktur 

triple heliks dengan susunan asam amino yang khas yaitu Gly-X-Y, pada posisi X 

adalah prolin dan posisi Y adalah hidroksiprolin (Friess, 1998). 

Kolagen mengandung asam amino prolin, glisin, alanin, asam glutamat 

dan hidroksiprolin dalam jumlah besar (Ogawa, et al. 2004). Kolagen juga 

mengandung metionin, tirosin dan histidin tetapi dalam jumlah kecil serta tidak 

memiliki triptofan atau sistein (Muyonga, et al. 2004). Keberadaan sistein pada 

kolagen yang dihasilkan menunjukkan deproteinisasi belum berjalan optimal 

sehingga memungkinkan adanya keberadaan asam amino sistein (Nalinanon, et 

al. 2011). 

Kandungan prolin dan hidroksiprolin merupakan asam amino yang 

berfungsi dalam meningkatkan stabilitas kolagen (Wong, 1989). Tamilmozhi, et 

al. (2013) menyatakan bahwa prolin merupakan asam amino yang unik pada 

kolagen karena berperan dalam menjaga integritas struktural kolagen. glisin 

merupakan asam amino utama pembentuk kolagen yang meliputi 30% dari total 

asam amino (Kittiphattanabawon, et al. 2005). 

Komposisi asam amino, dinyatakan sebagai residu per 1000 total residu. 

Kolagen dari kulit dan tulang memiliki glisin sebagai asam amino utama. 

Berdasarkan pengamatan kandungan alanin, prolin, asam glutamat, dan 

hidroksiprolin yang relatif tinggi. Komposisi asam amino kolagen dari kulit sedikit 

berbeda dengan komposisi kolagen dari tulang. Dibandingkan dengan kolagen 
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dari tulang, kolagen dari kulit mengandung jumlah hidroksiprolin, prolin dan 

arginin yang lebih tinggi tetapi jumlah glisin dan hidroksilisin yang lebih rendah. 

Kandungan glisin dari kolagen dari kulit dan tulang adalah sekitar 30% dari total 

asam amino (Burghagen, 1999; Foegeding, et al. 1996; Pearson and Young, 

1989; Wong, 1989). kolagen ikan memiliki kandungan asam amino yang lebih 

rendah daripada kolagen mamalia. Kandungan asam amino dari kolagen hewan 

berkorelasi dengan habitatnya (Foegeding, et al. 1996; Rigby, 1968) Tingkat 

hidroksilasi prolin dalam kolagen dari kulit dan tulang masing-masing adalah 

39,9% dan 41,1%. Kolagen dari kulit dan tulang memiliki derajat hidroksilasi lisin 

masing-masing 24,4% dan 44,4%. Oksidasi prolin dan lisin menjadi residu 

terhidroksilasi masing-masing dikatalisis oleh prolin hidroksilasi dan lisin 

hidroksilasi (Burghagen, 1999; Foegeding, et al. 1996; Pearson and Young, 

1989; Wong, 1989). Dari hasilnya, hidroksilasi prolin dan lisin dalam kolagen dari 

tulang sedikit lebih besar dari pada kolagen dari kulit. Prolin terhidroksilasi 

berperan dalam menstabilkan triple helix (Ramachandran, 1988) dan lisin 

terhidroksilasi berkontribusi pada pembentukan dan stabilisasi cross-link, 

sehingga menimbulkan ikatan yang kompleks dan tidak terhidrolisa (Asghar and 

Henrickson, 1982; Stimler and Tanzer, 1977). Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa kolagen dari tulang mungkin memiliki struktur yang sedikit lebih kompleks 

daripada dari kulit seperti yang ditunjukkan oleh semakin tinggi tingkat 

hidroksilasi (Kittiphattanabawon, et al. 2005). 

Menurut Zeng (2009), Hasil komposisi asam amino kolagen dari kulit ikan 

air tawar yaitu kulit ikan nila (Oreochromis niloticus) dapat dilihat pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Komposisi asam amino kolagen kulit ikan nila (Oreochromis niloticus)  
Amino acid Kolagen Kulit (%) 

Aspartic acid 4.2 
Hydroxyproline  8.2 

Threonine  2.2 

Serine  3.2 

Glutamic acid  6.9 

Proline  12.8 

Glycine  35.6 

Alanine  11.9 

Valine  1.7 

Methionine  0.5 

Isoleucine  0.8 

Leucine  2 

Tyrosine  0.3 

Phenylalanine  1.3 

Lysine  2 

Histidin 0.6 

Arginine 5.8 

  

Total 100 

Sumber:  Zeng, 2009 

2.3.8 Manfaat kolagen 

Kolagen diketahui mempunyai banyak manfaat pada dunia medis dan 

farmasi. Pemanfaatan dan aplikasi kolagen antara lain untuk penanganan 

penderita hipertensi, permasalahan urinari, sakit yang berkaitan dengan 

osteoarthritis, rekayasa jaringan untuk implantasi pada manusia, dan 

penghambatan penyakit angiogenik, seperti komplikasi diabetes, obesitas, dan 

arthritis (Rehn, et al. 2001). Kolagen juga dapat diaplikasikan dalam bidang 

pangan (edible casing), kosmetik (krim kulit, shampo, produk-produk perawatan 

rambut, cat kuku), dan medis (perbanyakan plasma/ pemekar, agen hemostatik, 

material benang bedah, perbaikan katup prostensis, perbaikan selaput mata, 

hemodialisis, tulang buatan, pembentukan oksigen membran, dan pemulihan 

operasi organ-organ yang rusak (esofagus, trakea). (Sahubawa dan Putra, 2011) 

Kolagen di pasaran digunakan sebagai bahan baku dalam industri 

makanan, kosmetik, pembuatan film, biomaterial dan farmasi. Pada industri 

farmasi kolagen digunakan sebagai drug carrier yaitu mini-pellet dan tablet untuk 
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penghantar protein, formulasi gel pada kombinasi dengan liposom untuk sistem 

penghantar terkontrol, bahan pengkontrol untuk penghantaran transdermal dan 

nanopartikel untuk penghantaran gen (Nurhayati, et al. 2013). 

Menurut Kadler, et al. (2007) manfaat kolagen dalam tubuh yaitu 

menghasilkan asam amino penting diantaranya:  

 Lisin, prolin dan glisin secara khusus diperlukan oleh tubuh untuk membentuk 

struktur jaringan penyokong, dan untuk menjaga fungsi sel   

 Hidroksiprolin, memberi kekuatan dan kekenyalan pada jaringan penyokong 

dan tulang   

 Glisin, melembabkan kulit  

 Alanin, prolin  dan asparagin menstabilkan struktur dan mengenyalkan kulit 

dan sebagai agen anti penuaan  

 Arginin, mengatur pola tidur yang seimbang  

 Melindungi tulang rawan dan sendi dari kerusakan oksidatif  

 Mengenyalkan dan melembabkan kulit. 
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3. METODE PENELITIAN 

3.1 Materi Penelitian 

Materi penelitian pada penelitian ini terdiri dari bahan penelitian dan alat 

penelitian. 

3.1.1 Bahan Penelitian 

Bahan penelitian utama yang digunakan dalam pembuatan kolagen kulit 

ikan bader (Barbonymus gonionotus) adalah kulit ikan bader (Barbonymus 

gonionotus) dengan rendemen kulit 30 % dari 10 kg total ikan utuh yang berasal 

dari tambak di daerah gresik, bahan kimia yang digunakan diantaranya NaOH, 

Asam Asetat, n-Butanol, aquades, NaCl, membran dialisis, aseton, buffer (0.5 M 

Tris HCl, pH 6.8, containing 4% SDS dan 20% gliserol), β-Mercaptoethanol (β-

ME), Bahan-bahan lain sebagai pendukung diantaranya yaitu kain katun, kertas 

label, tissu. 

3.1.2 Alat Penelitian 

Alat penelitian yang digunakan untuk pembuatan kolagen kuit ikan bader 

(Barbonymus gonionotus) adalah baskom, talenan, pisau, sendok, cutter, 

gunting, timbangan digital, penggaris, beaker glass 1000 mL, beaker glass 500 

mL, gelas ukur, spatula, magnetic stirrer, pipet volume, bola hisap, kain blancu, 

kain katun, corong, corong buchner, cuvet, sentrifuge, micro sentrifuge, falcon 

tube, apendoft, bluetip, yellowtip, kulkas, freezer, benang kasur, hot plate.  

3.2 Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

eksperimen dan metode deskriptif. Penelitian eksperimen menurut Yusuf (2014), 
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merupakan satu-satunya tipe penelitian yang lebih akurat atau teliti dibandingkan 

dengan tipe penelitian yang lain dalam menentukan relasi hubungan sebab 

akibat. Penelitian eksperimental merupakan suatu bentuk penelitian dimana 

variabel dimanipulasi sehingga dapat dipastikan pengaruh dan efek variabel 

tersebut terhadap variabel lain yang diselidiki atau diobservasi. Metode 

eksperimental pada penelitian ini digunakan untuk parameter rendemen. 

Penelitian deskriptif (descriptive research) adalah suatu metode penelitian 

yang ditujukan untuk menggambarkan fenomena-fenomena yang ada, yang 

berlangsung pada saat ini atau saat yang lampau (Sukmadinata, 2008).  

 Pada penelitian ini metode deskriptif digunakan untuk parameter 

karakteristik kolagen yaitu FTIR, SDS-PAGE dan Asam amino. 

3.2.1 Variabel Penelitian 

Variabel penelitian menurut Siyoto dan Sodik (2015), merupakan sesuatu 

yang menjadi objek pengamatan penelitian, sering juga disebut sebagai faktor 

yang berperan dalam penelitian atau gejala yang akan diteliti. Variabel-variabel 

dimaksud antara lain: variabel bebas dan variabel terikat. 

Variabel bebas adalah variabel yang mempengaruhi, menjelaskan, atau 

menerangkan variabel yang lain. Variabel bebas ini mampu mempengaruhi 

variabel terikat (Yusuf, 2014).  Ditambahkan Siyoto dan Sodik (2015), variabel 

bebas sering disebut independent, variabel stimulus, prediktor, antecedent. 

Variabel bebas adalah variabel yang mempengaruhi atau yang menjadi sebab 

perubahannya atau timbulnya variabel terikat. 

Variabel terikat adalah variabel yang dipengaruhi atau diterangkan oleh 

variabel lain tetapi tidak dapat mempengaruhi variabel yang lain (Yusuf, 2014). 

Variabel terikat menurut Siyoto dan Sodik (2015), Variabel terikat atau dependen 

atau disebut variabel output, kriteria, konsekuen, adalah variabel yang 
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dipengaruhi atau yang menjadi akibat, karena adanya variabel bebas. Variabel 

terikat tidak dimanipulasi, melainkan diamati variasinya sebagai hasil yang 

dipradugakan berasal dari variabel bebas. Biasanya variabel terikat adalah 

kondisi yang hendak kita jelaskan. 

Dalam penelitian ini yang menjadi variabel bebas yaitu rasio berat kulit ikan 

bader dengan asam asetat 1 : 10 (w/v) dan 1 : 20 (w/v) dan lama waktu ekstraksi 

asam asetat 24 jam dan 36 jam. Sedangkan variabel terikat meliputi nilai 

rendemen, komposisi asam amino, FTIR (Fourier Transform InfraRed), berat 

molekul SDS-PAGE. 

3.2.2 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial menggunakan dua faktor. Faktor 

pertama adalah rasio berat kulit ikan bader dengan asam asetat (A). Faktor 

kedua adalah lama waktu ekstraksi asam asetat (B), dengan 4 perlakuan dan 3 

kali ulangan serta uji beda nyata jujur (BNJ) atau uji tuckey dengan soft ware 

SPSS 25.0.  

Adapun model rancangan percobaan dapat dilihat pada Tabel 3 sebagai 

berikut. 

Tabel 3. Rancangan Penelitian (RAL) faktorial 

A B 
Ulangan 

Total Rata-rata 
1 2 3 

1 : 10 (w/v) 24 jam      

1 : 20 (w/v) 36 jam 

 
Keterangan: 

A : Rasio berat kulit ikan dengan asam asetat. 

B : Lama waktu ekstraksi. 
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Penelitian ini menggunakan analisa data statistik dengan metode Analysis 

of Variance (ANOVA) dengan model analisa sebagai berikut:  

Yijk = µ + αi+ βj + (αβ)ij + Ɛijk 

keterangan :  

Yijk = Karakterisasi kolagen yang dihasilkan. 

µ = Nilai tengah umum. 

αi = Pengaruh taraf ke-i dari faktor (A). 

βj = Pengaruh taraf ke-j dari faktor (B). 

(αβ)ij = Pengaruh interaksi taraf ke-i dari faktor A dan taraf ke-j dari faktor B. 

Ɛijk = Pengaruh sisa (galat percobaan) taraf ke-i dari faktor A dan taraf ke 

dari faktor B pada ulangan yang ke-k. 

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini, kemudian dilakukan analisis 

ANOVA dengan aplikasi SPSS 25.0 Jika analisis keragaman menunjukkan 

adanya perbedaan nyata pada selang kepercayaan 95% (p < 0,05) maka 

dilanjutkan dengan uji tuckey untuk menentukan notasi. 

3.3 Tahap Penelitian 

Tahap penelitian ini dibagi menjadi dua tahap yaitu penelitian tahap 1 dan 

penelitian tahap 2. 

3.3.1 penelitian tahap 1 

Penelitian tahap 1 bertujuan untuk menganalisis dan mendapatkan ekstrak 

kolagen dari limbah kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) melalui metode 

ekstraksi menggunakan asam atau acid soluble collagen (ASC). Ekstraksi 

kolagen mengacu pada metode Kittiphattanabawon, et al. (2005) dengan sedikit 

modifikasi. Metode ekstraksi untuk mendapatkan kolagen terdapat dua tahapan 
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yaitu preparasi sampel dan dilanjutkan ekstraksi kolagen menggunakan pelarut  

asam. Proses ekstraksi dapat dilihat pada Gambar 3. 

 

Kulit ikan bader dibersihkan 

dengan air mengalir 

Kulit ikan bader dipotong kecil 

kecil 1 Cm
2 

Preparasi dengan merendam 0,1 

M NaOH 1:10 (w/v) 6 jam pada 

suhu 4
0
C diganti tiap 3 jam 

Dicuci air mengalir hingga pH 

netral 

Direndam 10% n-butanol 1:10 

(w/v) selama 18 jam, pada suhu 

4
0
C diganti tiap 6 jam 

Dicuci air mengalir hingga pH 

netral 

Ekstraksi Asam 

asetat 0,5 M 

1:10 (w/v) 24 

jam pada suhu 

4
0
C 

Ekstraksi Asam 

asetat 0,5 M 

1:10 (w/v) 36 

jam pada suhu 

4
0
C 

Ekstraksi Asam 

asetat 0,5 M 

1:10 (w/v) 36 

jam pada suhu 

4
0
C 

Ekstraksi Asam 

asetat 0,5 M 

1:10 (w/v) 36 

jam pada suhu 

4
0
C 

Disaring kain katun 2 lapis 

Filtrat di presipitasi hingga 0,9 M 

NaCL 

Endapan di sentrifugasi 3500 rpm 

selama 30 menit 

Presipitat dicuci dengan 0,5 M 

asam asetat 

Di dialisis 0,1 M asam asetat 24 

jam dan aquades 38 jam 

Crude kolagen / kolagen cair 

 
Gambar 3. Metode ekstraksi kolagen, modifikasi  

(Kittiphattanabawon, et al. 2005) 
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A. Preparasi Sampel 

Pada tahap preparasi sampel kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) 

dibersihkan dari sisa-sisa daging yang menempel dan sisa-sisa sisik yang masih 

menempel pada kulit, kemudian kulit dibersihkan dengan air mengalir dengan 

tujuan menghilangkan sisa sisik maupun kotoran yang masih menempel pada 

kulit, kemudian kulit dipotong kecil-kecil (1 Cm2) untuk memperluas permukaan. 

Semua tahapan dilakukan pada suhu 4oC. Kemudian kulit yang dipotong kecil 

direndam dengan larutan NaOH konsentrasi 0.1 M rasio 1:10 (w/v) selama 6 jam 

untuk menghilangkan protein non kolagen kulit bader, sesekali dilakukan 

pengadukan agar homogen dan larutan diganti setiap 3 jam. Kemudian sampel 

dicuci / dibilas dengan air mengalir hingga pH sampel netral, selanjutnya sampel 

kulit ikan bader direndam dengan n-butanol rasio 1:10 (w/v) selama 18 jam untuk 

menghilangkan lemak sesekali dilakukan pengadukan agar homogen dan larutan 

diganti setiap 6 jam sekali. Kemudian sampel dicuci dengan membilas 

menggunakan air mengalir hingga pH sampel netral, setelah itu dilakukan 

ekstraksi menggunakan metode ASC (Acid Soluble Collagen). 

B. Ekstraksi Kolagen Menggunakan Asam 

Pada tahap ekstraksi sampel kulit ikan bader yang sudah di preparasi pada 

suhu 4oC sampel direndam menggunakan asam asetat 0,5 M rasio 1:10 dan 1:20 

(w/v) selama 24 jam dan 36 jam, sesekali dilakukan pengadukan agar homogen. 

Kemudian dilakukan penyaringan menggunakan kain katun 2 lapis dengan 

menggunakan corong buchner. Kemudian sampel yang sudah disaring 

dipresipitasi dengan NaCl hingga konsenterasi 0,9 M hingga terbentuk filtrat. 

Kemudian disimpan pada suhu 4 0C hingga terbentuk endapan. Setelah 

terbentuk endapan selanjutnya sampel disentrifugasi 3500 rpm selama 30 menit. 
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Kemudian residu hasil sentrifuge diambil dan Kemudian presipitat dicuci 

menggunakan asam asetat 0,5 M. Kemudian didialisis dengan asam asetat 0,1 M 

selama 24 jam dan dialisis dengan aquades selama 48 jam dan setiap 6 jam 

aquades diganti. Kemudian didapatkan crude kolagen atau kolagen cair.  

3.3.2 Penelitian Tahap 2 

Penelitian tahap 2 bertujuan untuk menganalisis dan mengkarakterisasi 

kolagen dari kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) yaitu dengan 

menganalisis hasil pengujian diantaranya nilai rendemen, FTIR, berat molekul 

(SDS-PAGE) dan komposisi asam amino.  

3.4 Analisis pengujian 

Analisis pengujian yang dilakukan pada penelitian ekstraksi kolagen dari 

kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) adalah nilai rendemen, FTIR (Fourier 

Transform InfraRed), berat molekul (SDS-PAGE) dan komposisi asam amino. 

3.4.1 Nilai Rendemen Kolagen 

Untuk mendapatkan rendemen kolagen dapat diperoleh dengan 

menghitung antara berat akhir yang dihasilkan dengan berat awal (limbah kulit 

ikan bader). Besarnya rendemen dapat dihitung menggunakan rumus: 

 

3.4.2 Analisis FTIR (Veeruraj, 2013) 

Sampel kolagen cair sebelum di FTIR dilakukan treatment terlebih dahulu 

dengan cara 2 ml sampel kolagen cair diupkan kandungan airnya pada hotplate 

suhu 80oC hingga tersisa sedikit, lalu didapatkan endapan kolagen murni. 
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Kemudian analisis FTIR dilakukan menggunakan mesin FTIR Spectrophotometer 

(8400S/Shimadzu). 

Sampel kolagen dianalisis menggunakan spektra fourier transform infrared 

(FTIR). Sampel kolagen yang diliofilisasi (3 mg) dicampur dengan KBr kering 

(100 mg), ditumbuk dalam mortar dan alu dan mengalami tekanan sekitar 5 × 

106 Pa. diletakkan dalam cetakan untuk menghasilkan cakram transparan bening 

13 x 1 mm. Intensitas penyerapan puncak dihitung dengan metode garis dasar. 

Spektra yang dihasilkan dianalisis dengan menggunakan perangkat lunak 

ORIGIN 8.0 (Thermo Nicolet, USA) (Veeruraj, 2013). 

3.4.3 Analisis SDS-PAGE (Singh, et al. 2011) 

Analisis uji sodium dodecyl sulphate poly acrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) terdapat dua tahap yaitu preparasi sampel dan pengujian sampel. 

Diagram alir preparasi sampel dapat dilihat pada Lampiran 2 dan diagram 

pengujian sampel dapat dilihat pada Lampiran 3.  

SDS-PAGE dilakukan dengan mengikuti metode Singh, et al. (2011), 

Sampel dilarutkan dalam 5% SDS dan campuran kemudian diinkubasi pada suhu 

85 oC selama 1 jam dalam waterbath yang dikontrol suhu. Campuran 

disentrifugasi pada 4000 g selama 5 menit menggunakan microcentrifuge pada 

suhu kamar untuk menghilangkan puing-puing yang tidak larut. Supernatan yang  

diperoleh dicampur dengan bufer (Tris HCl 60 mM, pH 6,8, mengandung 2% 

SDS dan 25% gliserol) dengan rasio 1:1 (v/v) dan mengandung 10% β-

merkaptoetanol (β-ME). Campuran itu disimpan dalam air mendidih selama 2 

menit. Sampel (15 μL) dimasukkan ke dalam gel poliakrilamida yang terdiri dari 

7,5% separating gel dan 4% stacking gel dan dikenakan elektroforesis pada 

konstanta arus 15 mA / gel selama 1 jam dan 30 menit menggunakan unit Mini 

Protein II. Setelah elektroforesis, gel diwarnai dengan 0,05% (b / v) Coomassie 
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blue R-250 dalam 15% (v / v) metanol dan 5% (v / v) asam asetat dan diurai 

dengan 30% (v / v) metanol dan 10% (v / v) asam asetat. Molekul tinggi penanda 

berat digunakan untuk memperkirakan berat molekul protein. Penanda yang 

digunakan adalah miosin (200 kDa), α-macroglobulin (170 kDa), β-galactosidase 

(116 kDa), transferrin (76 kDa) dan glutamat dehydrogenase (53 kDa). Analisis 

kuantitatif intensitas pita protein dilakukan menggunakan Model GS-700 Imaging 

densitometer dengan molecular analyst software versi 1.4 (sistem analisis 

gambar). 

3.4.4 Analisis komposisi asam amino (SIG, 2019) 

Pengujian asam amino dengan metode ultra performance liquid 

chromatography (UPLC) analisis asam amino menggunakan UPLC terdiri 

beberapa tahap yaitu, sampel ditimbang sebanyak 0.1 g kemudian dihancurkan 

dan dimasukkan ke tabung reaksi bertutup. Larutan sampel ditambah HCL 6 N 

sebanyak 5-10 mL, dihidrolisis dalam oven pada suhu 110 0C selama 22 jam, lalu 

didinginkan pada suhu kamar dan dipindahkan ke labu takar 500 mL. Kemudian 

ditambahkan aquabides hingga tanda batas dan disaring dengan filter 0,45 µL 

dan dipipet 10 µL, tambahkan 70 µL AccQ Fluor Borat dan divortex. Kemudian 

ditambahkan 20 µL reagen fluor adan divortex dan didiamkan selama 1 menit 

dan di inkubasi selama 10 menit pada suhu 55 0C. Kemudian disuntik pada 

UPLC sebanyak 1 µL dengan kondisi kromotografi menggunakan kolom AccQ-

Tag ultra C18, temperatur 490R, fase gerak sistem komposisi gradient detektrom 

PDA, laju alir 0,7 µL/menit dan panjang gelombang 260 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Rendemen Kolagen 

Rendemen merupakan persentase kolagen yang dihasilkan dengan 

bahan baku awal. Rendemen menunjukkan bagian bahan baku yang dapat 

dimanfaatkan dan menjadi suatu parameter yang penting untuk mengetahui nilai 

ekonomis, serta keefektifan suatu bahan atau produk.  

Menurut Potaros, et al. (2009), menyatakan bahwa perbedaan nilai 

rendemen pada kolagen yang dihasilkan dapat disebabkan oleh perbedaan 

metode ekstraksi, konsentrasi larutan untuk menghilangkan protein non kolagen, 

jenis bahan,  suhu dan lama waktu produksi. 

Tujuan analisis rendemen adalah untuk mendapatkan nilai rendemen cair 

tertinggi dari beberapa perlakuan rasio berat kulit ikan bader dengan asam asetat  

dan lama waktu ekstraksi asam asetat konsentrasi 0,5 M yang berbeda. 

Hasil penelitian dengan beberapa perlakuan rasio berat kulit ikan bader 

dengan asam asetat dan lama waktu ekstraksi asam asetat 0,5 M yang berbeda 

menunjukan kolagen dari kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) memiliki 

rendemen cair yang berbeda. Rata-rata persentase rendemen kolagen dari kulit 

ikan bader dapat dilihat pada Gambar 4.  
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42,17   1,54 a 

48,43   1,05 b 
50,43   1,15 b 
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Gambar 4. Grafik rata-rata persentase rendemen kolagen 

 
Keterangan: 
A1B1 : Rasio kulit dengan asam asetat 1:10 lama waktu ekstraksi 24 jam 
A1B2 : Rasio kulit dengan asam asetat 1:10 lama waktu ekstraksi 36 jam 
A2B1 : Rasio kulit dengan asam asetat 1:20 lama waktu ekstraksi 24 jam 
A2B2 : Rasio kulit dengan asam asetat 1:20 lama waktu ekstraksi 36 jam 

Pada grafik rata-rata persentase rendemen diatas diketahui bahwa rata-

rata rendemen dari beberapa perlakuan berbeda nyata (p<0,05), sehingga 

dilanjutkan uji tuckey untuk mendapatkan perlakuan yang tepat. Hasil analisis 

ANOVA menggunakan SPSS 25 dan uji lanjut tuckey dapat dilihat pada 

Lampiran 7. yang menunjukkan bahwa rasio dan lama waktu ekstraksi asam 

asetat yang menghasilkan perbedaan nyata terhadap rendemen kolagen kulit 

ikan bader (Barbonymus gonionotus) (p<0,05). Pada perlakuan A1B2 dan A2B1 

menunjukkan notasi yang sama sedangkan A1B1 dan A2B2 menunjukkan notasi 

yang berbeda. Hal ini menunjukkan bahwa perbedaan rasio dan lama waktu 

ekstraksi asam asetat menunjukkan hasil rendemen yang berbeda.  

Hasil analisis menunjukkan nilai rendemen tertinggi kolagen dari kulit ikan 

bader (Barbonymus gonionotus) didapatkan pada perlakuan A2B2 yaitu perlakuan 

ektraksi kolagen menggunakan asam asetat 0,5 M rasio 1:20 (w/v) dengan lama 

waktu ekstraksi 36 jam senilai 52,54%. Sedangkan rata-rata rendemen terendah 
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pada perlakuan A1B1 yaitu perlakuan ektraksi kolagen menggunakan asam 

asetat 0,5 M rasio 1:10 (w/v) dengan lama waktu ekstraksi 24 jam senilai 

42,17%. Rata-rata tertinggi rendemen yang didapat lebih tinggi dari yang 

dilaporkan Noitup, et al. (2005), yang menyebutkan rendemen kolagen dari kulit 

ikan tawar yaitu ikan nila (Oreochromis niloticus) sebesar 48,21%. Rata-rata 

terendah rendemen yang didapat lebih tinggi dari yang dilaporkan Duan, et al. 

(2009), yaitu rendemen kulit ikan mas (Cyprinus carpio)  sebesar 41,30%,  

Hasil analisis diatas menunjukkan bahwa ekstraksi kolagen dengan 

penggunaan rasio berat kulit ikan bader dengan asam asetat yang berbeda 

menghasilkan rendemen yang berbeda juga. Rasio dengan perbandingan 1:20 

(w/v) mempunyai nilai rendemen yang lebih tinggi dibandingkan dengan rasio 

1:10 (w/v). Hal ini sesuai dengan pernyataan Sadowska, et al. (2003), bahwa 

ekstraksi kolagen tergantung pada perbandingan kulit dan asam, persentase 

rasio dari kulit ikan baltic cod (Gadus morhua) didapatkan lebih besar pada rasio 

1:20 (w/v) daripada 1:10 (w/v). 

Hasil diatas juga menunjukkan semakin lama waktu ekstraksi asam asetat 

akan menghasilkan nilai rendemen yang semakin tinggi. Lama waktu ekstraksi 

dengan waktu 24 jam menghasilkan rendemen lebih rendah dari lama waktu 

ekstraksi dengan 36 jam perendaman, hal ini sesuai dengan pernyataan Wang, 

et al. (2008), hasil kolagen yang larut dalam asam asetat meningkat dengan 

perpanjangan waktu, peningkatan ditunjukkan ketika waktu lebih lama dari 24 

jam dan hasil tertinggi ekstraksi kolagen dari kulit ikan grass crap 

(Ctenopharyngodon idella) yaitu 19,18 mg/g yang diamati setelah 36 jam 

perendaman dan setelah itu mengalami penurunan kolagen secara bertahap. 
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4.2 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) Kolagen 

Analisis FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)  yang dilakukan 

pada penelitian ini bertujuan memastikan senyawa yang dihasilkan merupakan 

kolagen berdasarkan gugus-gugus fungsi penyusunnya. Struktur sekunder 

protein terkait erat dengan berbagai jenis ikatan hidrogen, dan melalui FTIR. 

Hasil spektra infrared kolagen kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) 

disajikan pada Gambar 5, sedangkan karakteristik gugus fungsi kolagen kulit ikan 

bader (Barbonymus gonionotus)  hasil analisis FTIR disajikan pada Tabel 4.  

Tabel 4. Karakteristik gugus fungsi kolagen dari kulit ikan bader 

Amida 
Standar 

Serapan (cm
-1

) 

Serapan spektra kolagen kulit ikan bader 
(cm

-1
) Karakteristik 

A1B1 A2B1 A1B2 A2B2 

Amida A 3400-3440
(1)

 3427.27 3426.34 3423.41 3424.49 
Vibrasi 

stretching 
NH 

Amida B 2915-2935
(2)

 2925.81 2927.74 2925.81 2927.74 
Asimetrimetri
kal stretching 

CH2 

Amida I 1600-1700
(3)

 1650.95 1647.10 1647.10 1649.02 
Vibrasi 

stretching 
C=O 

Amida II 1480-1575
(3)

 1544.88 1550.66 1546.80 1544.88 
CH 

stretching, 
NH bending 

Amida 
III 

1229–1301
(3)

 1240.14 1259,43 1244.00 1245.93 
CH 

stretching, 
NH bending 

Sumber: 
(1)

(Li, et al. 2018); 
(2)

(Coates, 2006);
 (3)

(Kong dan Yu, 2007)
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Gambar 5. Hasil spektra infrared kolagen dari kulit ikan bader. 

Berdasarkan hasil spektra infrared kolagen dari kulit ikan bader 

(Barbonymus gonionotus) menunjukkan bahwa puncak-puncak serapan pada 

wilayah amida meliputi amida A, amida B, amida I,II dan amida III yang 

merupakan serapan khas kolagen. Puncak serapan Amida A dikaitkan dengan 

getaran stretching NH yang terjadi pada kisaran 3400-3440 Cm-1, dan ketika 

kelompok NH peptida terlibat dalam ikatan hidrogen, posisinya bergeser ke 

frekuensi yang lebih rendah (Li, et al. 2018). Pada kolagen kulit ikan bader 

(Barbonymus gonionotus) perlakuan A1B1, A2B1, A1B2 dan A2B2 didapat spektra 

berturut-turut sebesar 3427.27, 3426.34, 3423.41, 3424.49 cm-1, Pita ini 

umumnya dikaitkan dengan vibrasi stretching NH dan mungkin menunjukkan 

adanya ikatan hidrogen dengan gugus karbonil dari rantai peptida. Hasil tersebut 

menandakan bahwa semua perlakuan sudah termasuk dalam kisaran standar 
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serapan yang berarti amida A terdeteksi pada bilangan gelombang masing-

masing perlakuan. 

Spektra FTIR kolagen kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) juga 

menunjukkan adanya puncak serapan pada perlakuan AIBI, A2B1, A1B2 dan A2B2 

dengan bilangan gelombang masing-masing 2925.81, 2927.74, 2925.81 dan 

2927.74 cm-1 yang mengindikasikan adanya gugus khas kolagen,  yaitu amida B.  

Coates  (2006), menyatakan gugus amida B dengan wilayah serapan pada 

bilangan gelombang 2915 cm-1 – 2935 cm-1. Kong dan Yu (2007), menyatakan 

bilangan gelombang yang mengindikasikan serapan amida B terbentuk dari 

asimetrikal stretching CH2. Hasil tersebut menandakan bahwa semua perlakuan 

sudah termasuk dalam kisaran standar serapan yang berarti amida B terdeteksi 

pada bilangan gelombang masing-masing perlakuan. 

Pada Ikatan amida I bilangan gelombang yang terdeteksi pada kolagen dari 

kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) perlakuan AIBI, A2B1, A1B2 dan A2B2 

yaitu 1650.95, 1647.10, 1647.10 dan 1649.02 cm-1. menunjukkan adanya vibrasi 

peregangan gugus C=O. Amida I merupakan gugus fungsi khas yang menyusun 

kolagen. Kong dan Yu (2007), menyatakan bahwa amida I terdeteksi pada 

kisaran bilangan gelombang  1600 cm-1 – 1690 cm-1. Muyonga,  et al. (2004) 

menyatakan bahwa amida I terdiri dari empat komponen struktur sekunder 

protein, yaitu α-helix,  β-sheet, β-turn,  dan  random coil. Kong dan Yu (2007), 

mengungkapkan bahwa setiap komponen dari struktur sekunder protein memiliki 

wilayah serapan yang berbeda. Komponen α-helix ditunjukkan pada wilayah 

serapan bilangan gelombang 1656-1662 cm-1; β-sheet pada 1616 - 1637 cm-1; β-

turn pada 1663-1696 cm-1; dan random coil pada 1638-1655 cm-1. Berdasarkan 

hasil bilangan gelombang amida I pada kolagen kulit ikan bader menunjukkan 

bahwa kolagen yang dihasilkan memiliki struktur random coil. Hal ini menunjukan 

bahwa senyawa molekul yang dihasilkan dari proses ekstraksi merupakan 
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kolagen dan belum terdegradasi menjadi bentuk gelatin. Denaturasi kolagen 

akibat proses pemanasan, menyebabkan rantai triple helix kolagen secara 

sempurna bertransformasi menjadi rantai tunggal α-helix (gelatin) (Gomez-

Guillén, et al. 2011).   

Amida II yang merupakan gugus fungsi khas kolagen yang terdeteksi 

bilangan gelombang pada perlakuan AIBI, A2B1, A1B2 dan A2B2 berturut - turut 

yaitu 1544.88, 1550.66, 1546.80 dan 1544.88 cm-1. Kong dan Yu (2007), 

menyatakan wilayah serapan amida II,  yaitu pada kisaran 1480 cm-1 – 1575 cm1. 

Adanya gugus Amida II menunjukkan adanya gugus CN  stretching dan NH  

bending. Hasil tersebut menandakan bahwa semua perlakuan sudah termasuk 

dalam kisaran standar serapan yang berarti amida II terdeteksi pada bilangan 

gelombang masing-masing perlakuan. 

 Pada Ikatan amida III bilangan gelombang yang terdeteksi pada kolagen 

dari kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) perlakuan AIBI, A2B1, A1B2 dan 

A2B2 yaitu 1240.14, 1259,43, 1244.00 dan 1245.93 cm-1. Kong dan Yu (2007), 

menyatakan Amida III memiliki wilayah serapan 1229 cm-1 –  1301 cm-1. Wilayah 

serapan pada hasil tersebut mengindikasikan adanya gugus fungsi amida III 

yang menunjukkan CH stretching dan NH bending. Muyonga, et al. (2004) 

menyatakan bahwa intensitas amida III berkaitan dengan adanya struktur  triple 

helix. Hal ini berarti bahwa senyawa molekul yang dihasilkan dari proses 

ekstraksi merupakan kolagen dan belum terdegradasi menjadi bentuk gelatin 

yang ditandai dengan masih adanya struktur triple helix. 

Menurut Chen, et al. (2016), Spektra FTIR menunjukkan puncak 

karakteristik kolagen kulit ikan nila (Oreochromis niloticus) yaitu Amida A dan B, 

serta Amida I, II, III. Pita amida A kolagen kulit ikan nila ditemukan pada 

gelombang 3321.55 cm-1, dan terkait dengan getaran stretching N-H. Getaran 

stretching N-H terjadi pada kisaran 3400-3440 cm-1, dan ketika kelompok NH 
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peptida terlibat dalam ikatan hidrogen, posisi digeser ke frekuensi yang lebih 

rendah (Doyle, et al. 1975). Pita amida B ditemukan di bilangan gelombang 

2924,26 cm-1, dan terkait dengan bentangan CH2 asimetris. Pita amida I, II, dan 

III ditemukan pada 1652,22, 1554,92, dan 12442,3 cm-1. Pita amida I, II, dan III 

diketahui bertanggung jawab atas tingkat tatanan molekul yang ditemukan dalam 

kolagen, dan terlibat dalam pembentukan struktur heliks rangkap tiga, yang 

dihasilkan dari stretching C = O, dan, serta Bending NH dan stretching CH. 

4.3 Berat Molekul (SDS-PAGE) Kolagen 

Metode yang digunakan untuk mengetahui berat molekul kolagen dari 

masing-masing ekstrak dilakukan SDS-PAGE. Konsentrasi gel pemisah yang 

digunakan adalah 7.5% dan gel penahan 4%. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl 

Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) merupakan suatu teknik pemisahan 

protein berdasarkan berat molekulnya.  Pada analisis SDS-PAGE, semua protein 

dibuat bermuatan negatif. SDS yang ditambahkan menyebabkan protein 

terdenaturasi dan  akan  berikatan dengan molekul protein sehingga mencegah 

terjadinya interaksi protein dan protein. Selama proses elektroforesis, kompleks 

SDS-protein akan bergerak menuju kutub positif. Matriks berpori pada gel 

poliakrilamid  kemudian memisahkan kompleks SDS-protein berdasarkan berat 

molekulnya (Rehm, 2006). Berat molekul protein dapat ditentukan dengan 

menggunakan protein baku yang telah diketahui berat molekulnya dan 

membandingkan dengan nilai mobilitas relatif (Rf) yang diperoleh (Suhartono, 

1989). Hasil analisis SDS-PAGE kolagen kulit ikan bader dapat dilihat pada 

Gambar 6. 
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Gambar 6. Pita protein kolagen dari kulit ikan bader 

Keterangan: 
A1B1 : Rasio kulit dengan asam asetat 1:10 lama waktu ekstraksi 24 jam 
A1B2 : Rasio kulit dengan asam asetat 1:10 lama waktu ekstraksi 36 jam 
A2B1 : Rasio kulit dengan asam asetat 1:20 lama waktu ekstraksi 24 jam 
A2B2 : Rasio kulit dengan asam asetat 1:20 lama waktu ekstraksi 36 jam 

Berdasarkan hasil SDS-PAGE pada gambar 6, menunjukkan kolagen dari 

kulit ikan bader memiliki nilai bervariasi dari tiap perlakuan. Pada perlakuan A1B1 

didapatkan nilai berat molekul sebesar 10.99 – 108,72 kDa, perlakuan A1B2 

didapatkan nilai berat molekul sebesar 11,26 – 107,15 kDa, dan pada perlakuan 

A2B1 didapatkan nilai berat molekul sebesar 12,97 – 106,27 kDa, serta pada 

perlakuan A2B2 didapatkan nilai berat molekul sebesar 10,92 – 107,82 kDa.  

Berat molekul kolagen ikan bader memiliki struktur α-1 dan α-2 dengan nilai 

berkisar antara 99,45 – 108,72 kDa. Hasil tersebut sesuai dengan penelitian 

Duan, et al. (2009), yang menyatakan bahwa kolagen ikan mas (Cyprinus carpio) 

memiliki struktur α-1 dan α-2 dengan nilai berat molekul berkisar antata 97 kDa 

sampai 116 kDa.  

       29 KDa 
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Kolagen hasil ekstraksi dari kulit ikan bader merupakan kolagen tipe 1 

karena terdapat dua strukur α, yang sering disebut dengan (α-1) dan (α-2), 

Hema,  et al.  (2013), menyatakan bahwa kolagen tipe I mengandung dua 

struktur α yang identik, yaitu α-1 dan α-2. Kedua struktur α pada kolagen ikan 

dapat dipisahkan dengan SDS-PAGE berdasarkan perbedaan afinitasnya 

terhadap  SDS, dimana  α-2  memiliki afinitas yang lebih tinggi terhadap SDS 

dibandingkan dengan  α-1. Muyonga, et al. (2004), menyatakan bahwa kolagen 

tipe I ditemukan pada kulit, tendon dan tulang.  

Struktur α-1 menunjukkan intensitas pita protein yang lebih tebal 

dibandingan dengan α-2. Perbedaan spesies ikan menyebabkan variasi jumlah 

kolagen pada jaringan tubuhnya. Variasi jumlah kolagen tersebut mampu 

merefleksikan swimming behavior dan mempengaruhi karakteristik tekstur otot 

dari setiap jenis ikan (Montero, et al. 1990). 

Pola SDS-PAGE hasil pengamatan menunjukkan bahwa kolagen kulit 

ikan bader memiliki rantai α-1 dan α-2 yang tidak teramati secara jelas karena 

masih tampak behimpitan. Kondisi ini dapat disebabkan komposisi asam amino 

rantai α-1 dan α-2 yang tidak jauh berbeda (bobot molekul relatif sama)  (Wang,  

et al.  2008).  

4.4 Komposisi Asam Amino Kolagen 

Tujuan analisis komposisi asam amino adalah mengetahui jenis dan 

komposisi asam amino kolagen hasil ekstraksi dari perlakuan rasio berat kulit 

ikan bader dengan asam asetat dan lama waktu ekstraksi asam asetat 0.5 M dari 

kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) yang ditentukan oleh hidrolisis asam 

dari kolagen limbah kulit ikan. Hasil dari analisis komposisi asam amino kolagen 

kulit ikan bader disajikan pada Tabel 5 dibawah ini.  
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Tabel 5. Komposisi asam amino kolagen kulit ikan bader dan kolagen dari  
beberapa sumber 

No Asam Amino 

Kolagen 
ikan 

bader 
(%)

(1) 

Kolagen 
 ikan nila 

(%)
(2) 

 
Kolagen ikan 

bigeye 
snapper (%)

(3)
  

 

Kolagen 
komersial kulit 

sapi (%)
(4) 

1 Serin 5.93 3.5 4.0 4.2 

2 Asam glutamat 11.74 7.6 8.6 8.9 

3 Fenilalanin 2.94 1.4 1.7 1.4 

4 Isoleusin Nd 0.9 0.6 1.2 

5 Valin 2.43 1.9 2.4 2.1 

6 Alanin 10.36 13.0 15.1 11.6 

7 Arginin 11.03 6.4 6.6 5.3 

8 Glisin 24.64 39.0 31.7 37.1 

9 Lisin 3.76 2.2 3.4 2.8 

10 Asam Aspartat 7.44 4.6 5.6 5.3 

11 Leusin 3.34 2.2 2.7 2.8 

12 Tirosin Nd 0.3 0.4 0.5 

13 Prolin 12.60 14.0 12.8 14.3 

14 Threonin 3.79 2.4 3.2 1.9 

15 Histidin Nd 0.7 1.1 0.5 

Total 100 100 100 
 

100 
Sumber: 

(1)
(Data primer, 2019), 

(2)
(Zeng, 2009), 

(3)
(Kittiphattanabawon, et al. 2005) dan 

(4)
(Zhao and 

Chi, 2009) 

 

Hasil analisis komposisi asam amino kolagen dari kulit ikan bader 

dinyatakan sebagai persentase dari total komposisi asam amino yang diujikan. 

Hasil analisis menunjukkan bahwa komposisi asam amino dengan hasil tertinggi 

dari kolagen kulit ikan bader adalah glisin dengan persentase 24.64 %, 

dilanjutkan oleh prolin dengan persentase 12.60 % dari total asam amino kolagen 

kulit ikan bader. Komposisi asam amino dengan hasil terendah dari kolagen kulit 

ikan bader adalah histidin dan tirosin dengan persentase masing-masing 0 %.  

 Menurut Zeng (2009), Menunjukkan hasil analisis komposisi asam amino 

tertinggi dari kolagen ikan tawar yaitu dari kulit ikan nila (Oreochromis niloticus) 

adalah glisin dengan persentase 35.60 % dilanjutkan oleh prolin dengan 

persentase 12.80 %. Sementara hasil terendah didapatkan pada tirosin, metionin 

dan histidin masing-masing 0.3 %, 0,5 % dan 0.6 %. 
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 Hasil analisis komposisi asam amino kolagen kulit ikan laut yaitu ikan 

kakap besar atau bigeye snapper (Priacanthus tayenus) menunjukkan nilai 

tertinggi terdapat pada glisin dengan persentase 28.6 % dilanjutkan prolin 

dengan persentase 11.6 %. Hasil terendah diperoleh oleh tirosin dengan 

persentase 0.4 % dan isoleusin dengan persentase 0.5 % (Kittiphattanabawon, et 

al. 2005). 

Tamilmozhi, et al. (2013) menyatakan bahwa prolin merupakan asam 

amino yang unik pada kolagen karena berperan dalam menjaga integritas 

struktural kolagen. glisin merupakan asam amino utama pembentuk kolagen 

yang meliputi 30% dari total asam amino (Kittiphattanabawon, et al. 2005). 

Kolagen dari kulit memiliki derajat hidroksilasi prolin 39,9%. Oksidasi 

prolin menjadi residu terhidroksilasi dikatalisis oleh hidroksilasi prolin 

(Burghagen, 1999). Prolin terhidroksilasi berperan dalam menstabilkan triple 

helix, sehingga membuat ikatan yang kompleks dan tidak mudah terhidrolisis 

(Ramachandran, 1988). 

Hasil analisis tersebut menunjukkan bahwa dapat menggambarkan 

ekstrak protein yang dihasilkan dari kulit  ikan bader (Barbonymus gonionotus) 

sudah termasuk dalam kolagen karena memiliki komposisi asam amino glisin, 

prolin dan alanin dalam jumlah yang tinggi. Semakin tinggi proses hidroksilasi 

semakin tinggi komposisi asam amino karena proses tersebut memiliki peran 

penting dalam menstabilkan struktur protein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang didapatkan pada penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1.   Hasil penelitian rendemen kolagen kulit ikan bader (Barbonymus gonionotus) 

menunjukkan rasio 1:20 (b/v) dan lama waktu ekstraksi 36 jam mempunyai 

nilai rendemen yang lebih tinggi yaitu 52,54 %, dibandingkan dengan rasio 

1:10 (b/v) dengan lama waktu ekstraksi 24 jam dengan nilai 42,17 %.  

2.  Karakteristik kolagen dari kulit ikan bader meliputi komposisi asam amino, 

FTIR dan SDS-PAGE. komposisi asam amino yang dominan terdapat pada 

kolagen adalah glisin 26,64%, prolin 12,60%, asam glutamat 11,74%, arginin 

11,03% dan alanin 10,36%. Analisis FTIR menunjukkan adanya gugus 

amida A (3423.41 - 3427.27), amida B (2925.81 - 2927.74), amida I (1647.10 - 

1650.95), amida II (1544.88 - 1550.66) dan amida III (1240.14 - 1259,43). Hasil 

SDS-PAGE menunjukkan kolagen hasil ekstraksi dari kulit ikan bader 

merupakan kolagen tipe 1 karena terdapat dua strukur α, yang sering 

disebut dengan (α-1) dan (α-2).  Dengan berat molekul berkisar antara 99,45 

– 108,72 kDa. berdasarkan karakteristik tersebut, hasil ekstraksi kulit ikan 

bader memenuhi syarat sebagai kolagen. 

5.2 Saran 

Saran dari penelitian ini, sebaiknya di lakukan riset lanjutan tentang 

karakteristik kolagen dari kulit jenis ikan tawar lainnya dengan metode ekstraksi 

enzimatis, supaya mengetahui perbandingan karakteristik kolagen dari ekstraksi 

ASC dan PSC.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Ekstraksi kolagen 

 

Kulit ikan bader dipotong kecil kecil 

 

Sampel ditimbang 100 g 

 

Pencucian dengan air mengalir hingga 
pH netral 

 

Perendaman dengan 0,1 M NaOH 1:10 
(b/v) selama 6 jam suhu 4oC 

 

Perendaman dengan 10% n-butanol 
1:10 (b/v) selama 18 jam 

 

Pencucian dengan air mengalir hingga 
pH netral 
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Penyaringan dengan kain katun 2 lapis 

 

Ekstraksi dengan asam asetat 0,5 M 
sesuai perlakuan 

 

Dipresipitasi dengan NaCl hingga 0,9M 

 

Didiamkan hingga terbentuk endapan 

 

Presipitat dicuci dengan 0,5 M asam 
asetat 

 

Endapan disentrifuge 3500 rpm selama 
30 menit 

 

Dialisis dengan 0,1 M asam asetat dan 
aquades 

 

Didapat crude kolagen 
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Lampiran 2. Diagram alir preparasi sampel SDS-PAGE 

 Didinginkan volume aseton pada suhu-20OC  

   

 
Dimasukkan sampel 200 µl tersebut pada 

eppendorf 
 

   

 Ditambahkan 800 µl aseton dingin  

   

 
Diinkubasi pada suhu -20OC selama 60 

menit 
 

   

 
Disentrifugasi pada suhu -4OC kecepatan 

11.000 rpm selama 10 menit 
 

   

 Dibuang supernatan (tersisa pelet/rsidu)  

   

 
Dibuka tutup eppendorf pada suhu ruang 

selama 30 menit agar sisa aseton menguap 
 

   

 Ditambahkan Buffer SDS / Aquades 20 µl  

   

 Dihomogenkan  
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Lampiran 3. Diagram alir pengujian SDS-PAGE 

20 µl sampel 

 

Dicampuran dengan loading buffer perbandingan 1:1 (v/v) 

 

Dipanaskan dalam air mendidih selama 2 menit 

 

Diinjeksikan 15 µl sampel dan 5 µl marker ke dalam well gel menggunakan 
mikropipet 

 

Diproses (Running) elektroforesis pada set tegangan listrik 100-volt dan arus 
konstan 15 mA selama 1 jam 30 menit 

 

Dilakukan pewarnaan selama satu malam menggunakan staining solution 
dengan mini rocket shaker  

 

Dilakukan penghilangan warna menggunakan Destaining solution dengan 
perlakuan agitasi menggunakan mini rocket shaker 

 

Penghitungan berat molekul pita protein 
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Lampiran 4. Data rendemen  

Perlakuan Ulangan Rata-
rata 

Stdev 
Rasio Lama Waktu Label 1 2 3 

1:10 
24 A1B1 40.54 42.36 43.61 42.17 1.54 

36 A1B2 47.23 49.17 48.89 48.43 1.05 

1:20 
24 A2B1 49.34 50.32 51.64 50.43 1.15 

36 A2B2 51.72 52.05 53.86 52.54 1.15 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Lampiran 5. Data Pengujian FTIR 
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Lampiran 6. Data Hasil Pengujian Asam Amino 
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Lampiran 7.  Analisis data rendemen dengan SPSS 25. 

 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   rendemen   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 180.346
a
 3 60.115 39.147 .000 

Intercept 28103.944 1 28103.944 18301.406 .000 

faktor_a 114.886 1 114.886 74.815 .000 

faktor_b 52.543 1 52.543 34.216 .000 

faktor_a * faktor_b 12.917 1 12.917 8.412 .020 

Error 12.285 8 1.536   

Total 28296.575 12    

Corrected Total 192.631 11    

 

Homogeneous Subsets 

Hasil Rendemen 

 
Perlakuan N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Tukey HSDa 1:10 * 24 jam 3 42,1700   

1:10 * 36 jam 3  48,4300  

1:20 * 24 jam 3  50,4333  

1:20 * 36 jam 3   52,5433 

Sig.  1,000 ,236 1,000 

 

a. R Squared = .936 (Adjusted R Squared = .912) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


