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INTISARI

Kebutuhan kolagen terus meningkat karena manusia yang tidak bisa
memproduksi kolagen mulai usia 40 tahun. Sisik ikan nila dapat digunakan sebagai
bahan alternatif kolagen karena belum terolah optimal, namun dapat menghasilkan
0,63% kolagen dengan pelarut asam, menurut Hartati (2010) enzim dapat
digunakan sebagai pelarut kolagen dengan keunggulan menghasilkan lebih banyak
rendemen. Perkembangan teknologi farmasi menuntut pembentukan nano-kolagen
yang lebih cepat menunjukkan efek terapi (Pringgadani, 2018).

Ekstraksi kolagen dari sisik ikan nila (Oreochromis niloticus) secara
enzimatis dilakukan dengan pelarut enzim papain, metode pegecilan ukuran
partikel yang digunakan adalah stirrer magnetic. Kolagen dan nano-kolagen
dibandingkan hasil uji fisika dan kimianya guna mengetahui pengaruh perlakuan
pengecilan ukuran partikel.

Hasil ekstraksi dari sisik ikan nila (Oreochromis niloticus) menggunakan
enzim papain menghasilkan rendemen 31,2 g. Perlakuan nano-partikel terhadap
rendemen tidak menunjukkan pengaruh yang signifikan pada uji kadar air, uji kadar
abu, uji kadar protein, dan uji kadar lemak, namun memberikan pengaruh sifat fisik
pada uji organoleptis dan uji derajat keasaman. Rendemen hasil ekstraksi
memenuhi standar pada penentuan derajat keasaman dan kadar air, sedangkan
rendemen dengan perlakuan nano-partikel yang dihasilkan memenuhi standar pada
penentuan kadar air.

Kata kunci  : sisik ikan nila, enzim papain, dan nano-partikel
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ABSTRACT

The need for collagen continues to increase because humans cannot produce
collagen starting at the age of 40 years. Tilapia fish scales can be used as an
alternative material for collagen because it has not been processed optimally, but it
can produce 0.63% collagen with acid solvents, according to Hartati (2010)
enzymes can be used as collagen solvents with the advantage of producing more
yield. The development of pharmaceutical technology demands the formation of
nano-collagen that shows a therapeutic effect more quickly (Pringgadani, 2018).

Collagen extraction from tilapia (Oreochromis niloticus) scales was
enzymatically carried out with papain enzyme as solvent, the particle size reduction
method used was a magnetic stirrer. Collagen and nano-collagen were compared
with their physical and chemical test results to determine the effect of particle size
reduction treatment.

Extraction of tilapia (Oreochromis niloticus) scales using papain enzyme
resulted in a yield of 31.2 g. The treatment of nano-particles on yield did not show
a significant effect on the water content test, ash content test, protein content test,
and fat content test, but gave an effect on physical properties on organoleptic tests
and acidity tests. The yield from the extraction met the standards for determining
the degree of acidity and water content, while the yield with the treatment of nano-
particles met the standards for determining the water content.

Key word : tilapia scales, papain enzyme, and nano-particle
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Kolagen merupakan sepertiga protein yang terkandung dalam tubuh manusia.
Kolagen yang umumnya berfungsi sebagai penghubung antar sel satu dengan sel
yang lain ternyata memiliki fungsi yang berbeda-beda dalam tubuh tergantung
lokasinya (Hartati, 2010). Kolagen yang dibutuhkan manusia untuk menjaga
kesehatan akan berkurang + 1% setiap tahun, sehingga pada usia 30 tahun manusia
akan kehilangan 15-20% kolagen dalam tubuhnya. Produksi kolagen dalam tubuh
manusia akan berhenti pada usia 40 tahun sehingga diusia tersebut kolagen dalam
tubuh manusia akan hilang sebesar 35-40% (Alhana dkk., 2015).

Kebutuhan kolagen oleh manusia sangatlah tinggi, kolagen dapat
diaplikasikan dalam produk kecantikan, produk pangan, dan produk-produk dalam
dunia medis. Tingginya kebutuhan kolagen yang biasanya diekstraksi dari bagian
hewan babi dan sapi menuntut peneliti untuk mencari bahan baku alternatif
kolagen. Pencarian bahan baku alternatif tersebut juga didasari oleh tidak dapatnya
beberapa kaum dan ras untuk mengkonsumsi kolagen hasil ekstraksi dari bagian
hewan babi dan sapi. Rentannya penularan penyakit bovine spongiform
encephalopathy (BSE), penyakit kuku, dan penyakit mulut dari babi dan sapi
melalui produk yang mengandung kolagen juga menuntut peneliti untuk mencari

bahan baku alternatif kolagen (Putra Naro, 2013).



Salah satu komoditas perikanan di Indonesia adalah ikan nila (Oreochromis
niloticus), ikan nila mudah beradaptasi dan dibudidayakan hampir di berbagai jenis
perairan di Indonesia. Ikan nila memiliki daging tebal sehingga digemari oleh
masyarakat untuk memenuhi kebutuhan protein hewani (Nurhidayah, 2019). Sisik
ikan nila merupakan salah satu bagian tubuh ikan nila yang kurang optimal dalam
pengolahannya, karena sisik ikan nila tidak bisa dikonsumsi secara langsung (dari
sudut pandang bidang pangan) dan bentuknya kurang mumpuni bila digunakan
untuk membuat kerajinan. Menurut penelitian Romadhon (2019) sisik ikan nila
mengandung rendemen kolagen kering lebih banyak dari tulang ikan nila, yaitu
0,63% rendemen dari sisik ikan nila dan 0,53% rendemen dari tulang ikan nila.
Kolagen sisik ikan nila juga memiliki sifat fisika dan kimia yang lebih unggul bila
dibandingkan dengan kolagen yang juga diekstraknya dari kulit dan tulang ikan
nila.

Ekstraksi kolagen biasanya menggunakan metode kimiawi, penggunaan zat
kimia dalam ekstraksi dapat merugikan lingkungan dan berpotensi tertinggal dalam
produk kolagen (Hartati, 2010). Pelarut kolagen berupa enzim dapat digunakan
pada proses ekstraksi, penggunaan pelarut enzim meniadakan kemungkinan zat
kimia tertinggal, lebih aman untuk lingkungan dan kualitas produk lebih tinggi
(Hartati, 2010). Enzim papain adalah salah satu enzim yang dapat digunakan
sebagai pelarut dalam ekstraksi kolagen, enzim papain bekerja dengan cara
memutus rantai peptide pada protein. Menurut penelitian Astina (2016)
penambahan enzim papain dengan konsentrasi 5,000 U/mg pada proses ekstraksi

kolagen menghasilkan rendemen yang lebih banyak. Kandungan asam amino dan



stabilitas kolagen yang diekstraksi secara enzimatik lebih baik dibanding dengan
kolagen yang diekstraksi dengan metode kimiawi.

Perkembangan ilmu pengetahuan menuntut peneliti untuk membentuk zat
aktif dalam sediaan obat dan kosmetik menjadi ukuran nano, zat aktif dengan
ukuran nano memiliki efek kerja yang lebih cepat karena lebih mudah terdifusi dan
memiliki jumlah luas area yang lebih tinggi, sehingga tingkat keterikatan zat aktif
dengan reseptor lebih banyak bila dibanding zat aktif dengan ukuran normal.
Inovasi perubahan bentuk kolagen menjadi nano-kolagen dapat dilakukan, menurut
Pringgandini (2018) sediaan yang sering disebut nano-kolagen ini memiliki sifat
biologis yang lebih baik dengan efek farmakologis yang lebih cepat muncul, karena
sediaan nano-kolagen lebih mudah terdifusi dalam kulit bila dibandingkan dengan
kolagen biasa yang memiliki ukuran partikel yang lebih besar.

Optimalisasi fungsi dan kegunaan dari sisik ikan nila dilakukan dengan
mengekstraksi kolagen dengan metode ekstraksi secara enzimatik menggunakan
enzim papain, pembentukan nano-kolagen dari kolagen yang dihasilkan juga
dilakukan guna mengoptimalkan fungsi dan kegunaan dari sisik ikan nila.
Karakterisasi sifat fisik dan kimia perlu dilakukan oleh peneliti untuk mengetahui

pengaruh dari perlakuan pengecilan ukuran partikel kolagen menjadi nano-kolagen.

B. Perumusan Masalah
1. Apakah kolagen dapat diekstraksi dari sisik ikan nila (Oreochromis niloticus)

secara enzimatik?



2. Apakah terdapat perbedaan karakteristik fisika dan kimia antara kolagen dan
nano-kolagen yang diekstrak dari sisik ikan nila (Oreochromis niloticus) secara
enzimatik?

3. Apakah nano-kolagen yang diekstrak dari sisik ikan nila (Oreochromis niloticus)

memenuhi kriteria Standar Nasional Indonesia (SNI) kolagen 8076:2014?

C. Tujuan Penelitian

1. Melakukan ekstraksi kolagen dari sisik ikan nila (Oreochromis niloticus) secara
enzimatik.

2. Mengetahui perbedaan karakteristik fisika dan kimia antara kolagen dan nano-
kolagen yang diekstrak dari sisik ikan nila (Oreochromis niloticus) secara
enzimatik.

3. Melakukan standarisasi nano-kolagen yang diekstrak dari sisik ikan nila

(Oreochromis niloticus) sesuai dengan SNI kolagen 8076-2014.

D. Manfaat Penelitian
Penelitian dilakukan untuk mengoptimalkan nilai guna dari sisik ikan nila

(Oreochromis niloticus) menjadi produk kolagen dan nano-kolagen.



BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian

Penelitian yang akan dilakukan oleh peneliti merupakan penelitian
eksperimental yang menggunakan kolagen yang diekstrak secara enzimatik dari
sisik ikan nila dan kemudian dibentuk menjadi nano-kolagen. Ekstraksi enzimatik
dilakukan dengan dua tahap, yaitu deproteinasi dan ekstraksi menggunakan enzim
papain, kolagen yang dihasilkan dari hasil ekstraksi tersebut selanjutnya dibentuk
menjadi nano-kolagen menggunakan metode stirring dengan alat stirrer magnetic.
Kolagen dan nano-kolagen yang didapat selanjutnya dibandingkan sifat fisika dan
kimianya, sifat fisika dan kimia yang dimaksud adalah uji organoleptis, uji
proksimat yang meliputi kadari air, kadar abu, kadar protein, dan kadar lemak, serta

pengujuan gugus fungsi dengan spektrofotometer infra-merah.

B. Alat dan Bahan
1. Alat
Buret (Pirex), cawan porselin, desikator, destilator (Pirex), Erlenmeyer
(Pirex), freezer (National), gelas beker 50 ml (Pirex), gelas ukur 10 ml (Pirex),
gelas ukur 100 ml (Pirex), heating mantle (B One), (hot plate stirrer magnetic
(J Lab Tech), kaca arloji, kompor (Maspion), kurs porselin, labu alas bulat
(Pirex), labu ukur 50 ml (Pirex), labu ukur 250 ml (Pirex), mortar, oven (Memert

UN 30), particle size analizer (Horiba S-Z 100), penjepit tabung, pH meter

18
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(Hanna), pipet volume (Pirex), pipet tetes, push ball, spektrfotometer infra-
merah (Shimazu), tabung reaksi, tanur (Thermolyne), thermometer, dan
timbangan analitik (Ohrus).

. Bahan

Air suling 40 |, asam asetat 176,328 ml, asam oksalat 1,575 g, enzim
papain 100.000 “/g 49,975 g, etanol 96% 40 ml, H.SO490 ml, HCI 0,833 ml,

indikator metil merah 45 tetes, indikator pp 9 tetes, kertas lakmus, kertas saring

4 lembar, kloroform 30 ml, NaCl 1,52 kg, dan NaOH 171 g.

C. Variabel Penelitian
. Variabel Bebas
Kolagen dan nano-kolagen yang diekstrak dari sisik ikan nila secara
enzimatik.
. Variabel Terikat
Perbedaan karakter atau sifat fisika dan kimia dari kolagen dan nano-
kolagen hasil ekstraksi.
. Variabel Terkendali
Konsentrasi pelarut dan pereaksi, suhu ekstraksi, waktu ekstraksi, dan

perlakuan pengujian.

D. Definisi Operasional
. Sisik ikan nila merupakan bagian dari ikan nila yang belum terolah secara

optimal.
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. Kolagen dalam hewan ikan terdapat pada bagian tulang, kulit, sisik, ataupun
bagian lain.

. Ekstraksi kolagen secara enzimatik diawali dengan deproteinasi dengan NaOH
serta ekstraksi menggunakan enzim papain sebagai pemutus rantai peptida dan
penambahan asam asetat sebagai pembentuk suasana asam

. Suhu yang digunakan dalam penelitian adalah 4°C serta waktu.untuk tahap
deproteinasi 8 jam dan tahap ekstraksi sendiri adalah 48 jam.

. Pengubahan bentuk kolagen menjadi nano-kolagen dilakukan dengan metode

stirring.

E. Prosedur Penelitian
. Isolasi Kolagen
a. Perlakuan Awal
Perlakuan awal dilakukan dengan memodifikasi prosedur kerja yang
telah dilakukan oleh Astiana (2016), sisik ikan nila yeng telah dibersihkan
direndam dalam larutan NaOH 0,05 M (raiso 1:10 b/v) selama 8 jam dengan
suhu 4°C dan penggantian larutan setiap 2 jam.
b. Ekstraksi
Ekstraksi kolagen secara enzimatik dilakukan dengan menambahkan
asam asetat 0,3 M (rasio 1:10 b/v) dan enzim papain 5.000 U/mg selama 24
jam pada suhu 4°C, supernatan kemudian diendapkan menggunakan NaCl 2,6
M selama 12 jam (Astiana, 2016). Endapan dimasukkan dalam oven selama

24 jam dengan suhu 35-37°C (Desmelati, 2020).
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2. Uji Kualitatif Kolagen
Sampel tercampur 5 ml NaOH 1 M dan 5 ml pereaksi Ninhidrin 1% dalam
tabung reaksi dipanaskan, hasil positif mengandung kolegen ditandai dengan
perubahan warna larutan dalam tabung reaksi menjadi ungu atau biru atau
kuning pucat sesuai jenis asam amino yang terkandung (Ata dkk, 2016)
3. Pembentukan Nano-kolagen
Kolagen dilambahkan etanol 96% dengan rasio perbandingan 1:2,
kemudian diberi perlakuan stirring menggunakan stirrer magnetic selama 3 jam
dengan kecepatan 1000 rpm pada suhu 40°C. Hasil dioven selama 24 jam
dengan suhu 35-37°C (Desmelati, 2020).
4. Karakterisasi Kolagen dan Nano-kolagen
a. Sifat Fisika
1) Rendemen Kolagen
Perhitungan rendemen dilakukan terhadap kolagen dan nano-
kolagen yang didapatkan dari ekstraksi enzimatik dengan rumus (Alhana,
2015):

berat kering kolagen
% Rendemen = — — X 100%
berat awal sisik ikan nila

2) Uji Organoleptis
Uji Organoleptis yang mengamati dan membandingkan bau, bentuk,
dan rasa menggunakan panca indra, uji ini dilakukan terhadap sampel

kolagen dan nano-kolagen yang didapatkan dari ekstraksi enzimatik.
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3) Uji Derajat Keasaman (pH)

Masing-masing sampel kolagen dan nano-kolagen ditambah air
suling dengan rasio 1:100 (b/v), sampel diukur derajat keasamannya
menggunakan pH meter.

4) Pengujian Ukuran Partikel

Analisis ukuran kolagen dan nano-kolagen dilakukan menggunakan
alat PSA dengan prosedur meneteskan 5 ml hasil perlakuan nano-kolagen
pada lensa identifikasi, kemudian ditembakkan sinar laser gelombang nano
sehingga menghasilkan grafik sebaran yang akan terekam secara otomatis,
sejumlah data serta informasi dari ukuran dan sebaran sampel akan muncul
pada layer monitor dari detektor rangkaian alat PSA (Pringgadini, 2018).

b. Sifat Kimia
1) Uji Kadar Air

Cawan porselin bersih dipanaskan pada oven dengan suhu 105°C
selama 2 jam, kemudian didinginkan dalam desikator selama 30 menit lalu
ditimbang, masing-masing sampel kolagen dan nano-kolagen sebanyak
0,5 g dimasukan dalam cawan dan dioven selama 8 jam pada suhu 105°C,
kemudian didinginkan dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang
kembali. Kadar air dihitung dengan rumus (Nurhidayah dkk., 2019):

) b1 — b2
Kadar air % = x 100%
bobot sampel

Keterengan:
b1 = bobot cawan + sampel sebelum dipanaskan

b2 = bobot cawan + sampel setelah dipanaskan
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2) Uji Kadar Abu
Tara krus porselin bersih di tanur pada suhu 800°C selama 2 jam,
kemudian didinginkan pada desikator selama 30 menit dan ditimbang,
masing-masing sampel kolagen dan nano-kolagen sebanyak 0,5 ¢
dimasukan dalam krus porselin yang telah ditara dan dimasukan tanur
pengabuan listrik selama 3 jam pada suhu 800°C, lalu didinginkan dalam
desikator selama 30 menit dan ditimbang. Kadar abu dihitung dengan

rumus (Nurhidayah dkk., 2019):

berat cawan dan abu — berat cawan kosong
Kadar abu% = x 100%
berat sampel

3) Uji Kadar Protein
a) Dekstruksi
0,3 gram masing-masing sampel kolagen dan non-kolagen
dimasukkan dalam labu alas bulat 100 ml kemudian ditambahkan 10 ml
asam sulfat pekat. Campuran larutan dipanaskan menggunakan api
kecil yang dengan perlahan api dibesarkan. Destruksi dilakukan hingga
didapatkan larutan berwarna jernih kehijauan (Rosaini dkk., 2015).
b) Destilasi
Hasil destruksi yang telah dingin ditambahkan 100 ml air suling,
kemudian diambil dengan pipet sebanyak 5 ml dan dimasukkan dalam
labu destilasi. 10 ml NaOH 30% ditambahkan dalam campuran
sehingga dibawah larutan asam terdapat lapisan. 5 tetes indikator
metil merah dan 10 ml HCI 0,1 N ditambahkan dalam erlenmeyer

penampung. Hasil destilasi dicek menggunakan kertas lakmus,
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apabila tetap berwarna merah (tidak bersifat basa) maka dapat
dihentikan (Rosaini dkk., 2015).
c¢) Standarisasi Larutan NaOH
(1)Pembuatan Larutan Asam Oksalat 0,1 N
1,575 gram serbuk asam oksalat dilarutkan dalam 10 ml air
suling, kemudian larutan dimasukkan dalam labu ukur 250 ml dan
ditambahkan air suling hingga tanda batas (Hudaya, 2016).
(2)Pembuatan Larutan NaOH 0,1 N
1 gram NaOH dilarutkan dalam 10 ml air suling, kemudian
larutan dimasukkan dalam labu ukur 250 ml dan ditambahkan air
suling hingga tanda batas (Hudaya, 2016).
(3)Standarisasi Larutan NaOH
Larutan NaOH dimasukkan dalam buret yang sebelumnya
telah 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 menjadi warna merah
muda (Hudaya, 2016).
d) Titrasi dengan NaOH
Hasil destilasi dititrasi menggunakan larutan NaOH 0,1 N yang
telah distandarisasi. Tahap titrasi dapat dihentikan bila titik akhir titrasi
telah tercapai, ditandai dengan warna merah muda menjadi kuning.

Tahap ini dilakukan sebanyak tiga kali (Rosaini dkk., 2015).
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ml NaOH blanko — ml NaOH sampel X N NaOH X 14 X 100%
mg sampel

%Nitrogen =
% Protein = % Nitrogen X faktor konversi (6,25)
4) Kadar Lemak

Cawan dioven pada suhu 105°C kemudian didinginkan dalam
desikator lalu ditimbang, masing-masing sampel kolagen dan nano-
kolagen sebanyak 0,125 g dimasukan dalam tabung reaksi dan
ditambahkan kloroform hingga 10 ml kemudian dikocok dan dibiarkan 24
jam. Tahap selanjutnya saring menggunakan kertas saring, ambil 5 ml dan
masukkan dalam cawan yang telah dioven sebelumnya, kemudian oven
pada suhu 105°C selama 4 jam kemudian masukan dalam desikator 30
menit lalu ditimbang, kadar lemak dihitung dengan rumus (Nurhidayah

dkk., 2019):

bobot cawan dan lemak — bobot cawan kosong
kadar lemak% = x 100%
bobot sampel

5) Analisis dengan Spektroforometer infra-merah
1 mg dari masing-masing sampel kolagen dan nano-kolagen kering
dicampur dengan 1 mg KBr kemudian ditumbuk dengan mortir. Tahap
selanjutnya ditata dalam pellet dan ditekan sampai membentuk lapisan
transparan. Pelet diletakkan pada tempat sampel dan di analisis
menggunakan spektometer inframerah pada daerah spektra 1000-4000 cm”

! (Ristaningrum, 2020).
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F. Metode Analis Hasil
Analisis hasil dilakukan dengan membandingkan kolagen dan nano-kolagen
dalam pengujian sebagai berikut:

1. Uji organoleptis yang membandingkan bentuk, bau dan warna.

2. Uji proksimat yang meliputi uji kadar air, kadar abu, kadar protein, dan kadar
lemak.

3. Uji gugus fungsi menggunakan spektrofotometer infra-merah.

4. Analisis pengaruh pembentukan nano-partikel melalui perbandingan hasil uji
dari kolagen dan nano-kolagen dengan uji t dalam aplikasi SPSS. Uji t dilakukan
dengan metode dependen karena menguji subjek dengan perlakuan sebelum dan
sesudah, uji t dependent yang digunakan adalah uji t dependen parametrik bila
distribusi data baik atau uji wilcoson bila distribusi data tidak baik, data yang
digunakan untuk uji t dependen hanyalah data dari uji proksimat karena hanya

dalam uji proksimatlah yang menghasilkan data berbentuk angka.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1. Kolagen dapat diekstraksi dari sisik ikan nila (Oreochromis niloticus) secara
enzimatik menggunakan enzim papain dengan hasil rendemen 31,2 g.

2. Perlakuan nano-partikel terhadap kolagen yang diekstrak dari sisik ikan nila
(Oreochromis niloticus) secara enzimatik menggunakan enzim papain tidak
menunjukkan pengaruh yang signifikan pada uji kadar air, uji kadar abu, uji
kadar protein, dan uji kadar lemak, namun memberikan pengaruh pada sifat fisik
pada uji organoleptik dan uji derajat keasaman.

3. Kolagen hasil ekstraksi hanya memenuhi standar pada ketentuan derajat
keasaman dan kadar air, sedangkan nano-kolagen yang dihasilkan hanya

memenubhi standar pada ketentuan kadar air.

B. Saran
1. Penambahan EDTA pada perlakuan awal dan penggunaan Nacl Pro Analisis
perlu dilakukan untuk menurunkan kadar mineral dalam rendemen.
2. Optimasi pelarut berupa enzim papain dan pengeringan rendemen dengan alat
freezerdry perlu dilakukan untuk meningkatkan jumlah rendemen.
3. Penetralan campuran etanol dan kolagen perlu dinetralkan nilai derajat
keasamannya terlebih dahulu agar nilai derajat keasaman rendemen nano-

kolagen memiliki nilaiyang sesuai standar.
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