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INTISARI

Belut sawah merupakan ikan air tawar yang mengandung kolagen terutama
pada bagian kulit dan tulangnya, namun pemanfaatannya masih belum maksimal.
Umumnya kolagen banyak didapatkan dari sapi maupun babi, dimana terdapat
kekhawatiran mengenai isu penyakit menular dan keagamaan, penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi kolagen dan mengetahui karakteristik kolagen yang
dihasilkan dari kulit dan tulang belut sawah.

Isolasi kolagen dilakukan dalam 2 tahap yaitu tahap pra-perlakuan dan
hidrolisis kimia. Optimasi pra-perlakuan dilakukan dengan 3 variasi perlakuan
dengan perendaman pada 3 konsentrasi NaOH yang berbeda, yaitu konsentrasi 0,05
M ; 0,1 M ; dan 1 M. Pra-perlakuan dilakukan selama 6 jam dengan penggantian
pelarut setiap 3 jam untuk kulit serta selama 24 jam dengan penggantian pelarut
setiap 6 jam untuk tulang. Hidrolisis kimia dilakukan dengan merendam hasil pra-
perlakuan menggunakan larutan CH3COOH 0,5 M selama 6 jam, kemudian
dilakukan proses salting out menggunakan NaCl 0,9 M. Hasil rendemen terbaik
dilakukan karakterisasi secara kimia dan fisika.

Hasil optimasi dari 3 variasi konsentrasi NaOH didapatkan rendemen
kolagen sebesar 0,07% pada konsentrasi NaOH 0,05 M; 1,18% pada konsentrasi
NaOH 0,1 M; 0,14% pada konsentrasi NaOH 1 M. Rendemen terbanyak didapatkan
pada konsentrasi 0,1 M dengan warna putih mengembang. Karakteristik dari
rendemen adalah komponen proksimat seperti kandungan air sebesar 8,35%,
kandungan lemak sebesar 12,93%, serta kandungan protein sebesar 21,5%. Hasil
FTIR kolagen tulang dan belut sawah menunjukkan puncak serapan khas kolagen
yaitu Amida A (3299,25 cm™), Amida B (2937,5 cm™), Amida I (1653,90 cm™),
Amida 11 (1538,16 cm™), dan Amida 111 (1242,08 cm™™Y).

Kata Kunci : Kolagen, Tulang dan kulit belut sawah, Pra-perlakuan,
Karakterisasi, Isolasi
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ABSTRACT

Asian swamp eel is a freshwater fish that contains collagen, especially in
the skin and bones, but the application is still not optimal. Generally, collagen is
mostly obtained from cows and pigs, where there are concerns about infectious and
religious issues. The study aim to isolate collagen and determine the characteristics
of collagen produced from the skin and Asian swamp eel bones.

Collagen isolation was carried out in 2 stages, namely the pre-treatment
stage and chemical hydrolysis. Pre-treatment optimization was carried out with 3
variations of treatment by immersion in 3 different concentrations of NaOH,
namely a concentration of 0.05 M; 0.1 M; and 1 M. The pre-treatment was carried
out for 6 hours with replacement every 3 hours for skin and for 24 hours with
solvent replacement every 6 hours for bone. Chemical hydrolysis was carried out
by soaking the pre-treatment results in 0.5 M CH3COOH solution for 6 hours, then
the salting process was carried out using 0.9 M NaCl. The yield was carried out by
chemical and physical characterization.

The optimization results from 3 variations of NaOH concentrations obtained
collagen yield of 0.07% at a concentration of 0.05 M NaOH; 1.18% at 0.1 M NaOH
concentration; 0.14% at a concentration of 1 M NaOH. The most yields were
obtained at a concentration of 0.1 M with a fluffy white color. The characteristics
of the yield were proximate components such as water content of 8.35%, fat content
of 12.93%, and protein content of 21.5%. FTIR results of collagen from skin and
bone Asian swamp eel showed typical collagen absorption peaks, namely Amide A
(3299.25 cm-1), Amide B (2937.5 cm-1), Amide | (1653.90 cm-1), Amide II
(1538)., 16 cm-1), and Amide 111 (1242.08 cm-1).

Keywords : Collagen, Skin and Asian swamp eel bones, Pre-treatment,
characterization, isolation
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang
Menurut Stephanie dkk (2016) kolagen merupakan protein yang menyusun
jaringan ikat, otot gusi, dan kulit dengan persentase 30% dari total jumlah protein
dalam tubuh. Kolagen juga banyak dimanfaatkan di dalam dunia kesehatan
diantaranya sebagai pelindung dalam opthamology, mengobati luka bakar dan luka,
serta membantu penghantaran obat dan protein (Muthukumar dkk., 2018).

Bertambahnya usia serta pengaruh radiasi UV-A dan UV-B akan berdampak
pada penurunan jumlah kolagen di dalam tubuh. Kerusakan kolagen dan penurunan
jumlah kolagen menyebabkan penuaan dini, keriput, menurunnya kelembaban kulit
dan berkurangnya elastisitas kulit (Stephanie dkk., 2016), sehingga diperlukan
asupan kolagen dari luar.

Selama ini kolagen biasa diambil dari tulang dan kulit sapi maupun babi,
namun bahan baku ini tidak sesuai dengan beberapa agama seperti Agama Islam,
Yahudi, dan Hindu. Selain itu, ada beberapa isu penggunaan yang dapat
menimbulkan beberapa penyakit seperti bovine spongiform encephalophaty (BSE),
trans-missible spongiform encephalophaty (TSE), foot and mouth disease (FMD),
dan infeksi cacing pita (Dewi dkk., 2017; Nurhayati dkk., 2013). Perkembangan
penelitian untuk mendapatkan alternatif sumber kolagen baru, salah satunya adalah
ikan air tawar, karena kolagen banyak ditemukan pada kulit dan tulang ikan air

tawar.



Penelitian mengenai kandungan kolagen didalam kulit ikan air tawar telah

banyak dilakukan seperti penelitian Stephanie dkk (2016) mengisolasi kolagen dari
kulit dan tulang ikan cakalang (Katsuwonus pelamis), Suptijah dkk (2018)
mengisolasi dan mengkarakterisasi kolagen dari kulit ikan patin (Pangasius sp),
Nurhidayah dkk (2019) melakukan penelitian kandungan kolagen dalam sisik ikan
bandeng (Chanos-chanos) dan dalam sisik ikan nila (Oreochronis niloticus),
Nurhayati dkk (2013) mengisolasi dan mengkarakterisasi kolagen dari kulit ikan
nila (Oreochronis niloticus), serta Dewi dkk (2017) melakukan penelitian tentang
histologi, mengisolasi dan mengkarakterisasi kolagen gelembung renang ikan
cunang (Muaranesox talabon).

Penelitian mengenai kandungan kolagen didalam kulit dan tulang belut
sawah (Monopterus albus) belum banyak dilakukan sehingga dilakukan penelitian
mengenai isolasi dan karakterisasi kolagen kulit dan tulang belut sawah
(Monopterus albus).

Belut sawah (Monopterus albus) merupakan ikan air tawar yang memiliki
morfologi seperti ular dan tidak memiliki sirip. Belut sawah (Monopterus albus)
termasuk jenis hewan karnivora yang memakan ikan-ikan Kkecil, cacing, dan
serangga di sawah, biasa beraktifitas pada malam hari sehingga termasuk dalam
jenis hewan nokturnal (Jefry, 2016; Tulusya dkk., 2015).

Potensi pemanfaatan kulit dan tulang belut sawah (Monopterus albus)
sebagai sumber kolagen sangat tinggi, sehingga diperlukan karakterisasi kolagen
dalam tulang dan kulit belut sawah (Monopterus albus). Karakterisasi kolagen

penting dilakukan untuk mendukung pengembangan aplikasi kolagen dalam dunia



kesehatan dan kosmetik. Karakterisasi kolagen dilakukan baik dari sifat fisik
maupun sifat kimia, seperti nilai rendemen, uji organoleptis, analisis proksimat
(kadar air, kadar protein, kadar lemak) dan gugus fungsi dengan FTIR. Diharapkan
penelitian ini dapat memberikan hasil karakteristik kolagen yang sesuai dengan

persyaratan.

B. Perumusan Masalah
1. Apakah kolagen dapat diisolasi dari kulit dan tulang belut sawah (Monopterus
albus) ?
2. Apakah karakteristik kolagen dari kulit dan tulang belut sawah (Monopterus

albus) sudah sesuai persyaratan kolagen yang telah ditetapkan?

C. Tujuan Penelitian
1. Mendapatkan isolat kolagen dari kulit dan tulang belut sawah (Monopterus
albus).
2. Mengetahui karakteristik kolagen yang dihasilkan belut sawah (Monopterus

albus).

D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini dilakukan untuk memanfaatkan kulit dan tulang belut sawah

(Monopterus albus) menjadi produk dengan nilai ekonomis yang tinggi.



BAB Il

METODELOGI PENELITIAN

A. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dimana menggunakan
sampel kolagen yang diambil dari kulit dan tulang belut sawah. Tahap pertama
ekstraksi kolagen dengan perendaman dalam larutan NaOH yang di optimasi dari
beberapa konsentrasi yaitu 0,05 M; 0,1 M; dan 1 M dan dilanjutkan perendaman
dalam larutan asam asetat (CH3COOH) 0,5 M. Setelah didapatkan ekstrak kering
dilakukan karakterisasi pada ekstrak kolagen, yaitu dengan menganalisa kadar air,
kadar protein, kadar lemak dan menentukan gugus fungsi menggunakan

spektroskopi IR.

B. Alat dan Bahan
1. Alat
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah pipet tetes, gelas kimia
(Pyrex® dan lwaki®), spatula, labu kjehdahl. Alat-alat (instrument) seperti
oven, neraca analitik (Acis BC 500), desikator, spektrofotometer IR
(Shimadzu), Moisture Balance.
2. Bahan
Bahan-bahan yang digunakan adalah kulit dan tulang belut sawah yang

diambil dari budidaya daerah Boyolali, NaOH tehnik, CH3COOH glasial, air

16
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suling, NaCl, KBr, H2SOs p, selenium, indikator metil merah, asam klorida,

asam oksalat, kloroform.

C. Variabel Penelitian

. Variabel bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi natrium

hidroksida (NaOH).

. Variabel terikat

Variabel terikat pada penelitian ini meliputi nilai rendemen kolagen

kulit dan tulang belut sawah (Monopterus albus).

. Variabel terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah suhu dan waktu isolasi

kolagen.

D. Definisi Operasional
Belut sawah (Monopterus albus) merupakan ikan air tawar yang memiliki
morfologi seperti ular dan tidak memiliki sirip.
Kolagen adalah protein berbentuk serat sebagai komponen utama dalam tulang,
gigi, tulang rawan, lapisan kulit sebesar 30% atau sepertiga jumlah total protein.
Pelarut dalam isolasi kolagen antara lain larutan NaOH untuk pra-perlakuan dan
pada ekstraksi kolagen digunakan CH3COOH.

Suhu yang digunakan pada penelitian ini adalah suhu ekstraksi sebesar 4°C.
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5. Waktu ekstraksi adalah waktu yang digunakan untuk mengekstraksi kolagen
dari kulit dan tulang belut sawah (Monopterus albus) yaitu perendaman
menggunakan larutan NaOH selama 6 jam dan 24 jam serta perendaman

menggunakan larutan Asam Asetat selama 48 jam.

E. Prosedur Penelitian
Penelitian dilakukan dalam beberapa tahap yaitu
1. Isolasi kolagen
a. Pra-perlakuan
Ekstraksi diawali dengan melakukan deproteinisasi dengan cara
perendaman kulit dan tulang belut sawah (Monopterus albus) sebanyak +
100 gram menggunakan larutan natrium hidroksida (NaOH) 0,05 M; 0,1 M;
dan 1 M dengan perbandingan (1:10 (b/v)) pada suhu 2-8°C agar protein
non kolagen hilang. Kulit belut sawah (Monopterus albus) direndam selama
6 jam dengan penggantian pelarut setiap 3 jam, sedangkan tulang belut
sawah (Monopterus albus) direndam selama 24 jam dengan penggantian
pelarut setiap 6 jam. Selanjutnya kulit dan tulang hasil perendaman
dipisahkan dari larutan NaOH dan dicuci menggunakan air suling sampai
pH netral (Schmidt, 2016; Idrus dkk., 2018; Fawzya dkk., 2016).
b. Hidrolisis Kimia
Tahap kedua adalah proses hidrolisis yang dilakukan dengan
merendam kulit dan tulang hasil perendaman NaOH direndam dalam larutan

asam asetat (CH3COOH) dengan konsentrasi 0,5 M dengan perbandingan
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(1:10 (b/v)) selama 48 jam pada suhu 2-8 °C. Larutan ekstrak ditambahkan
garam NaCl 0,9 M dan diaduk sampai terbentuk gumpalan putih dalam
larutan, kemudian didiamkan sampai terbentuk gumpalan putih. Tahap
selanjutnya larutan disaring, gumpalan yang tersaring merupakan kolagen
basah. Sampel dicuci dengan air suling sampai pH netral. Kolagen
dikeringkan dengan cara didiamkan dalam suhu ruang (Ramdhani dan Aida,
2016; Schmidt, 2016; Idrus dkk., 2018; Fawzya dkk., 2016).
2. Rendemen Kolagen
Rumus untuk mendapatkan nilai rendemen adalah sebagai berikut (Alhana,

2015):

%Rendemen = Berat kering kolagen x100%
Berat bahan awal

3. Uji Kualitatif
a. Uji Nihidrin
Sampel hasil isolasi dimasukkan dalam tabung reaksi, kemudian
dilakukan penambahan basa NaOH 1 M, lalu ditambah dengan pereaksi
Nihidrin 1% dipanaskan, dan diamati perubahan yang terjadi. Hasil positif
yang ditujukkan adalah warna ungu, biru, dan kuning pucat berdasarkan
asam amino yang dikandung.
4. Uji Organoleptis
Uji organoleptis dilakukan pada kolagen berdasarkan pengamatan bentuk,

bau, dan warna menggunakan panca indra.
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5. Analisis Proksimat
Prosedur dari analisis proksimat adalah sebagai berikut:
a. Penentuan Kadar Air
Moisture balance dinyalakan dengan menekan tombol ON/OFF,
kemudian setting suhu pada 105°C. Tempatkan alummunium plate kedalam
alat moisture balance dan tekan tombol tara agar berat alumunium plate
terbaca 0,00 gram. Sampel kolagen sebanyak 0,5 gram diletakkan diatas
alummunium plate, selanjutnya tekan tombol start sampai alat berbunyi dan
menunjukkan tulisan test over. Hasil kadar air akan tampil pada display
dalam bentuk angka dengan satuan persen (%).
b. Penentuan Kadar Protein
1) Tahap Destruksi
Sampel kolagen 0,1 gram dimasukkan dalam labu kjedahl 100
mL kemudian ditambahkan 10 mL asam sulfat pekat dan selenium untuk
mempercepat destruksi. Selanjutnya dipanaskan menggunakan api kecil
yang sedikit demi sedikit api dibesarkan. Destruksi dilakukan sampai
didapatkan larutan berwarna jernih kehijauan (Rosaini dkk., 2015).
2) Tahap Destilasi
Hasil destruksi yang sudah dingin, ditambahkan 100 mL air
suling. Selanjutnya dipipet 5 mL dan dimasukkan dalam labu destilasi.
Larutan natrium hidroksida 30% ditambahkan melalui dinding sebanyak
10 mL sehingga dibawah larutan asam terdapat lapisan. Pada

erlenmeyer penampung dimasukkan larutan asam klorida 0,1 N
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sebanyak 10 mL yang telah ditambahkan indikator metil merah
sebanyak 5 tetes. Hasil destilasi dicek menggunakan kertas lakmus,
apabila tetap berwarna merah (tidak bersifat basa) maka dapat
dihentikan (Rosaini dkk., 2015).
3) Standarisasi Larutan NaOH
a) Pembuatan Larutan Asam Oksalat 0,1N
Serbuk asam oksalat 1,575 gram dilarutkan dalam 10 mL air
suling, kemudian larutan dimasukkan dalam labu ukur 250 mL dan
ditambahkan air suling sampai tanda batas (Hudaya, 2016).
b) Pembuatan Larutan NaOH 0,1 N
Natrium hidroksida 4 gram dilarutkan dalam 10 mL air
suling, kemudian larutan dimasukkan dalam labu ukur 1 L dan
ditambahkan air suling sampai tanda batas (Hudaya, 2016).
c) Standarisasi Larutan NaOH
Larutan NaOH dimasukkan dalam buret yang sudah dibilas
menggunakan larutan NaOH. 10 mL larutan asam oksalat
dimasukkan dalam erlenmeyer dan ditambah dengan 3 tetes
indikator pp, kemudian dititrasi menggunakkan larutan NaOH. Titik
akhir titrasi ditandai dengan perubahan warna merah muda (Hudaya,
2016).
4) Tahap Titrasi menggunakan NaOH
Hasil destilasi dititrasi menggunakan larutan natrium hidroksida

(NaOH) 0,1 N vyang telah distandarisasi. Pada tahap titrasi dapat
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dihentikan apabila menunjukkan titik akhitr titrasi ditandai dengan
warna merah muda menjadi kuning. Tahap ini dilakukan sebanyak 3x

(Rosaini dkk., 2015).

%Nitrogen = mL NaOH blangko - mL NaOH sampel x N NaOH x 14
x100%

% Protein = % Nitrogen x faktor konversi (6,25)

c. Penentuan Kadar Lemak
Cawan dioven pada suhu 110°C dan didinginkan dalam desikator
kemudian ditimbang. Sampel kolagen 0,1 g dimasukan dalam tabung reaksi
dan ditambahkan kloroform ad 10 mL kemudian dikocok dan dibiarkan 24
jam. Tahap selanjutnya saring menggunakan kertas saring, ambil 5 mL dan
masukkan dalam cawan dan oven pada suhu 100°C selama 4 jam kemudian

masukan dalam desikator 30 menit lalu ditimbang (Nurhidayah dkk., 2019).

%Kadar lemak = W3-W1 x100%
W2

Keterangan:
W1 = Berat cawan kosong (gram)
W2 = Berat sampel (gram)
W3 = Berat cawan dengan lemak (gram)
6. Analisis gugus fungsi dengan spektroskopi IR.
Kolagen kering 1 mg dicampur dengan 1 mg KBr kemudian ditumbuk

dengan mortir. Tahap selanjutnya ditata dalam pellet dan ditekan sampai
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membentuk lapisan transparan. Pellet diletakkan pada tempat sampel dan di

analisis menggunakan spektroskopi IR pada daerah spektra 1000-4000 cm'1

(Ramdhani dan Aida, 2016; Alhana, 2015; Nurhayati dkk., 2013).

F. Metode analisis hasil
Uji organoleptis kolagen dilakukan dengan mengamati bentuk, bau, dan
warna. Pada analisa proksimat terdapat beberapa parameter yaitu kadar air, kadar
protein dan kadar lemak. Penetapan kadar dilakukan berdasarkan perbandingan
hasil dengan standart mutu kolagen (SNI 8076-2014). Analisa gugus fungsi kolagen
dilihat dengan spectrum pada spektrofotometri IR yang terbentuk dimana spektrum

menggambarkan wilayah serapan yang terbentuk dari kolagen.



G. Alur Penelitian
Belut sawah (Monopterus albus)
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Gambar 6. Alur Penelitian
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
1. Didapatkan isolat kolagen dari tulang dan kulit belut sawah, dengan rendemen
kolagen terbanyak sebesar 1,18% pada konsentrasi NaOH 0,1 M.
2. Isolat Kolagen dari kulit dan tulang belut sawah memiliki karakteristik sebagai
kosmetik sebagai berikut kandungan air 8,35 %, kandungan lemak 12,93%,
kandungan protein 21,57%, dan hasil analisa FTIR menunjukkan puncak

serapan khas kolagen yaitu Amida A, Amida B, Amida I, Amida Il dan I11.

B. Saran
Perlu dilakukan optimasi ekstraksi kembali mengenai konsentrasi NaOH dan
pH yang digunakan, sehingga mendapatkan rendemen yang lebih banyak, kadar air
dan kadar lemak yang lebih rendah, kadar protein yang lebih tinggi sehingga
komposisi proksimat sesuai dengan SNI, serta FTIR dengan wilayah serapan yang

sesuai.
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