Prosiding Seminar Nasional Sains dan Teknologi e-ISSN: 2964-2531
DOI : 10.36499/psnst.v12i1.6981 p-ISSN: 2964-5131

EKSTRAKSI DAN KARAKTERISASI PARSIAL KOLAGEN LARUT ASAM DARI
TERIPANG PASIR (HOLOTHURIA SCABRA)

Nunik Gustini'", Gita Syahputra?, Yatri Hapsari’, dan A’liyatur Rosyidah®
! pusat Riset Vaksin dan Obat, Organisasi Riset Kesehatan, Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN)
JI. Raya Jakarta-Bogor Km. 46, Cibinong, Bogor, Jawa Barat 16911
*Email: nunik.gustini@brin.go.id

Abstrak

Ekstraksi kolagen meningkat dengan semakin berkembangnya aplikasi kolagen dalam industri
farmasi, kosmetik, kulit, maupun pangan, sehingga mencari sumber kolagen alami baru dan
meningkatkan metode ekstraksi yang ada dapat menjadi solusi alternatif. Kolagen merupakan
komponen protein utama yang terdapat dalam teripang. Banyaknya senyawa bioaktif yang
terkandung dalam teripang menjadikan teripang sebagai sumber kolagen laut yang berkualitas
tinggi. Tujuan dari penelitian ini yaitu melakukan ekstraksi dan karakterisasi parsial kolagen larut
asam dari teripang pasir (Holothuria scabra). Kolagen teripang diperoleh melalui dua tahap yaitu
pemisahan protein non kolagen menggunakan larutan NaOH 0,1 M dan ekstraksi kolagen dengan
menggunakan larutan CH;COOH 0,1 M. Karakterisasi terhadap kolagen hasil ekstraksi dilakukan
menggunakan viskometer dan fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kolagen hasil ekstraksi memiliki rendemen sebesar 3,2% (bobot kering) dengan
viskositas sebesar 0,9806 mPa.s. Hasil analisis FTIR menunjukkan adanya beberapa gugus fungsi,
yaitu amida A, B, 1, Il, dan 111 berturut-turut pada bilangan gelombang 3477 cm, 2933 cm™, 1659
cm?, 1552 cm?, dan 1342 cmL,

Kata kunci: ekstraksi, karakterisasi, kolagen larut asam, teripang pasir.

1. PENDAHULUAN

Teripang merupakan hewan laut yang tergolong ke dalam filum Echinodermata dari kelas
Holothuroidea yang tersebar luas di zona tropis dan beriklim sedang, bahkan di zona dingin dari zona
intertidal ke laut dalam terlepas dari batuan berpasir, berlumpur, atau karang (Li dkk., 2020). Holothuria
adalah spesies teripang yang banyak ditemukan di negara Asia Tenggara dan merupakan spesies teripang
yang memiliki nilai ekonomi dan nilai jual yang tinggi (Saallah dkk., 2021). Teripang telah lama
dimanfaatkan sebagai makanan maupun obat tradisional di berbagai negara Asia. Perbedaan spesies dan
lingkungan dimana teripang tumbuh dapat mempengaruhi nilai gizi dan komposisi kimia dari teripang
(Li dkk., 2020). Protein, termasuk kolagen merupakan komponen utama teripang. Dari total protein yang
terdapat dalam teripang, sebanyak 86% adalah kolagen (Purcell, 2014). Dalam tubuh hewan, kolagen
merupakan protein ekstraseluler esensial yang terlibat dalam perlindungan mekanis jaringan dan organ.
Salah satu senyawa bioaktif yang terkandung dalam teripang adalah kolagen, yang memiliki banyak
manfaat kesehatan diantaranya yaitu membantu regenerasi kulit dan penyembuhan luka. Kolagen
memiliki berbagai manfaat kesehatan yang dapat diaplikasikan dalam industri farmasi, kosmetik, kulit,
dan pangan (Ahmed dkk., 2020; Saallah dkk., 2021).

Ekstraksi kolagen terdiri dari dua tahap kunci, yaitu tahap pretreatment bahan baku dan tahap
ekstraksi kolagen. Tahap pretreatment bertujuan untuk menghilangkan pengotor, protein non kolagen,
lemak, dan material anorganik. Beberapa metode untuk mengisolasi kolagen dari hewan diantaranya
yaitu acid solubilization extraction, salt solubilization extraction, enzyme solubilization extraction, dan
ultra-sonication assisted extraction (Ahmed dkk., 2020). Metode tersebut didasarkan pada sifat
kelarutan kolagen dalam larutan garam netral, asam, maupun asam yang ditambahkan enzim.
Berdasarkan perbedaan metode yang digunakan dalam ekstraksi, kolagen diklasifikasikan menjadi
kolagen larut asam (acid soluble collagen), kolagen larut garam (salt soluble collagen), kolagen larut
pepsin (pepsin soluble collagen), dan kolagen berbantuan ultrasound (ultrasound-assisted collagen).
Sifat fisikokimia kolagen akan bervariasi sesuai dengan jenis metode ekstraksi yang digunakan (Ahmed
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dkk., 2020). Diantara metode-metode tersebut, metode asam dan enzim merupakan metode yang paling
disukai. Asam yang digunakan untuk proses ekstraksi kolagen dapat berupa asam organik seperti
kloroasetat, sitrat, laktat, atau asam asetat (Hukmi dan Sarbon, 2018).

Ekstraksi kolagen dari berbagai spesies teripang telah banyak dilakukan, diantaranya yaitu
Stichopus variegatus (Fawzya dkk., 2016; Safithri dkk., 2020), Stichopus monotuberculatus (Zhong
dkk., 2015), dan Holothuria cinerascens (Li dkk., 2020). Namun, ekstraksi dan karakterisasi terhadap
kolagen larut asam dari teripang pasir (Holothuria scabra) belum banyak dilakukan. Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengekstraksi dan mengkarakterisasi kolagen larut asam dari teripang
pasir (Holothuria scabra). Kolagen hasil ekstraksi dikarakterisasi menggunakan viskometer dan fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi
mengenai karakteristik kolagen larut asam dari teripang pasir.

2. METODOLOGI
2.1. Bahan dan Alat

Teripang pasir (Holothuria scabra) yang digunakan dalam penelitian ini merupakan hasil budidaya
dari Pusat Riset Bioindustri Laut dan Darat BRIN di Lombok, Nusa Tenggara Barat. Bahan kimia yang
digunakan yaitu NaOH (Merck, Jerman) dan asam asetat glasial (Merck, Jerman). Instrumen yang
digunakan diantaranya adalah viskometer (RheolabQC SN82939649), dan fourier-transform infrared
spectroscopy (Perkin Elmer Spectrum Two).

2.2. Preparasi Sampel

Teripang dicuci hingga bersih kemudian dipisahkan antara kulit luar dan organ dalamnya. Daging
teripang selanjutnya dipotong-potong kecil dan dikeringkan dengan oven pada suhu 40°C selama 48 jam.
Setelah kering, daging teripang digiling untuk mendapatkan tepung teripang yang akan digunakan untuk
proses selanjutnya.

2.3. Ekstraksi Kolagen

Ekstraksi kolagen yang dilakukan mengacu pada metode yang dipaparkan oleh (Syahputra dkk.,
2021) dengan sedikit modifikasi. Daging teripang dihilangkan dari protein non kolagen dengan
perendaman menggunakan larutan NaOH 0,1 M dengan perbandingan 1:10 (b/v) dan dihomogenkan
menggunakan orbital shaker-incubator selama 24 jam pada suhu 4°C, 150 rpm. Setelah itu, dilakukan
sentrifugasi pada 10.000xg pada suhu 4°C selama 10 menit untuk memisahkan pelet dan supernatan,
pelet kemudian dicuci menggunakan aquades hingga mencapai pH netral. Setelah dilakukan pencucian,
pelet direndam dengan larutan CH;COOH 0,1 M dengan perbandingan 1:10 (b/v) dan dihomogenkan
selama 24 jam pada suhu 4°C, 150 rpm. Filtrat hasil perendaman dengan asam asetat selanjutnya
dipisahkan dengan cara sentrifugasi pada 10.000xg pada suhu 4°C selama 10 menit, kemudian dilakukan
freeze dry untuk mendapatkan kolagen padat.

2.4. Rendemen Kolagen

Renemen kolagen (%) teripang dihitung menggunakan metode AOAC (2005). Perhitungan
rendemen kolagen diperoleh berdasarkan perbandingan antara bobot kering kolagen hasil isolasi dengan
bobot awal teripang kering.

Bobot kering kolagen

%1009
Bobot bahan baku (teripang kering) o

Rendemen kolagen (%) =

2.5. Analisis Viskositas

Analisis viskositas terhadap kolagen dilakukan menggunakan instrumen RheolabQC SN82939649
mengacu pada metode (Safithri dkk., 2020) dengan sedikit modifikasi. Larutan kolagen dengan
konsentrasi 0,3% (b/v) dibuat dengan cara melarutkan 0,15 g kolagen teripang pasir ke dalam 50 mL
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larutan asam asetat 0,1 M. Larutan kolagen kemudian dihomogenkan dan diukur viskositasnya pada suhu
25°C dan shear rate 100 rpm.
2.6. Analisis Gugus Fungsi dengan FTIR

Penentuan gugus fungsi pada kolagen dilakukan dengan menggunakan alat fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) PerkinEImer Spectrum Two dengan rentang spektrum infra merah dari
4000 hingga 400 cm™*. Kolagen dicampurkan dengan kalium bromida (KBr) dengan perbandingan 1:10,
kemudian dihaluskan menggunakan mortar hingga homogen. Setelah homogen, campuran ditekan ke
dalam palet dengan hydraulic press untuk selanjutnya dilakukan pembacaan pada alat FTIR. (Hukmi dan
Sarbon, 2018).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1. Ekstraksi Kolagen

Proses perolehan kolagen dari teripang pasir (Holothuria scabra) dilakukan melalui dua tahap, yaitu
tahap pretreatment dan tahap ekstraksi kolagen. Tahap pretreatment dilakukan dengan merendam daging
teripang dengan larutan NaOH 0,1 M pada suhu 4°C selama 24 jam. Perendaman dengan NaOH
menyebabkan daging teripang mengembang (swelling) sehingga memudahkan pelarutan protein non
kolagen dan zat pengotor serta material anorganik yang terdapat pada daging teripang dan dapat
menghilangkan komponen non kolagen. Selain itu, fungsi larutan basa juga sebagai saponifikasi lemak
yang terikat pada serat kolagen sehingga lemak akan keluar dari daging teripang (Safithri dkk., 2020).
Proses perendaman dilakukan pada suhu 4°C dengan tujuan untuk menjaga agar kolagen tidak
mengalami kerusakan atau denaturasi yang disebabkan oleh suhu tinggi. Proses pencucian terhadap
daging teripang dilakukan sebelum melanjutkan ke proses berikutnya yaitu ekstraksi dengan larutan
asam asetat. Hal ini bertujuan agar daging teripang memiliki pH netral sehingga tidak mempengaruhi
proses ekstraksi dengan larutan asam asetat.

Setelah proses pretreatment, tahap selanjutnya yaitu ekstraksi kolagen yang dilakukan dengan cara
merendam daging teripang menggunakan larutan asam asetat 0,1 M pada suhu 4°C selama 24 jam dengan
tujuan agar terjadi proses hidrolisis kolagen menjadi lebih sederhana. Struktur tersier kolagen dapat
diubah oleh asam asetat melalui pemutusan ikatan ionik sehingga kolagen dapat larut (Jaswir dkk., 2011).
Rendemen kolagen padat yang diperoleh dari hasil ekstraksi yaitu sebesar 3,2% berdasarkan bobot
kering. Nilai rendemen tersebut lebih rendah dibandingkan rendemen kolagen teripang pasir yang
dilaporkan oleh Syahputra dkk. (2021), yaitu sebesar 4,8%. Liu dkk. (2010) berhasil mengisolasi kolagen
larut asam dari kulit teripang Parastichopus californicus dengan rendemen sebesar 3,4% berdasarkan
bobot kering, sedangkan rendemen kolagen teripang gama yang berhasil diisolasi oleh Safithri dkk.
(2020) yaitu sebesar 2,43% (b/b). Perbedaan rendemen kolagen dipengaruhi oleh beberapa faktor,
diantaranya yaitu jenis bahan baku yang digunakan, perbedaan larutan dan konsentrasi larutan yang
digunakan, suhu dan waktu ekstraksi, serta perbandingan berat teripang dengan larutan yang digunakan
dalam proses ekstraksi (Jafari dkk., 2020).

3.2. Viskositas Kolagen

Viskositas kolagen teripang pasir hasil ekstraksi yaitu sebesar 0,9806 mPa-s. Nilai tersebut jauh
lebih kecil dibandingkan dengan viskositas kolagen teripang gama yang dilaporkan oleh Safithri dkk.
(2020) yaitu sebesar 5,37 mPa-s. Beberapa faktor yang menyebabkan perbedaan viskositas diantaranya
adalah suhu, gaya tarik antar molekul, dan jumlah molekul terlarut (Purwaningsih dan Triono, 2019).
Selain itu, pergerakan molekul dalam larutan juga dapat mempengaruhi nilai viskositas. Pergerakan
molekul dalam larutan dipengaruhi oleh bobot molekul. Bobot molekul yang besar akan mengakibatkan
berkurangnya pergerakan molekul dalam suatu larutan sehingga mengakibatkan tingginya nilai
viskositas (Ogawa dkk., 2003).

57 | Fakultas Teknik Universitas Wahid Hasyim


http://dx.doi.org/10.36499/psnst.v12i1.6981

Ekstraksi dan Karakterisasi ... (Gustini, dkk.)

3.3. Gugus Fungsional Kolagen

Analisis FTIR diperlukan untuk mengidentifikasi gugus fungsional yang terdapat pada kolagen
seperti gugus fungsi amida. Spektra FTIR kolagen teripang pasir hasil ekstraksi pada Gambar 1
menunjukkan puncak serapan pada wilayah-wilayah amida A, B, I, Il, dan Ill sebagaimana yang
ditunjukkan pada Tabel 1. Amida A diasosiasikan dengan vibrasi ulur N-H yang berada pada bilangan
gelombang 3350-3550 cm™ (Erizal dkk., 2014). Pada Gambar 1 puncak serapan pada bilangan
gelombang 3477 cm™ merupakan amida A. Jika gugus NH dari peptida terlibat dalam ikatan hidrogen,
maka puncak serapan amida A dapat bergeser ke frekuensi yang lebih rendah yaitu pada 3300 cm™.
Karena puncak serapan amida A kolagen larut asam teripang pasir berada pada 3477 cm™ maka tidak
terdapat gugus NH yang terlibat dalam ikatan hidrogen (Doyle dkk., 1975). Puncak serapan selanjutnya
yaitu amida B yang berada pada panjang gelombang 2933 cm? yang berkaitan dengan peregangan
asimetris dari gugus CH. (Coates, 2000).
Bilangan gelombang pada 1659 cm™ merupakan puncak serapan amida | yang terutama terkait dengan
vibrasi peregangan gugus karbonil (C=0) di sepanjang tulang punggung peptida. Pita amida | merupakan
faktor terpenting dalam memahami struktur sekunder molekul protein (Saallah dkk., 2021). Puncak
serapan selanjutnya yaitu pada bilangan gelombang 1552 cm™ merupakan puncak dari amida Il yang
terkait dengan kombinasi N-H in plane bending dan vibrasi ulur C-N (Coates, 2000).

100
05 -
90
85 —
80 —

75

Transmittance (%)

70

65

1552

©
o
<
-

60 y T y T y T y T y T y T y T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™)

Gambar 1. Spektra Inframerah dari Kolagen Larut Asam Teripang Pasir (Holothuria scabra)

Tabel 1. Puncak Spektra Inframerah yang Berkaitan dengan Gugus Fungsi Amida dari
Kolagen Larut Asam Teripang Pasir (Holothuria scabra)

Tipe Wilayah Absorbansi Gugus Fungsi Referensi Absorbansi Kolagen
Amida Standar Larut Asam H. scabra
(cm™) (cm™)
Amida A 3350-3550 NH stretching (Erizal et al., 2014) 3477
Amida B 2915-2935 CH2 asymetric stretching (Coates, 2000) 2933
Amida | 1600-1700 C=0 vibration (Kong and Yu, 2007) 1659
Amida Il 1480-1575 CN stretching, NH bending (Kong and Yu, 2007) 1552
Amida Il1 1229-1301 NH bending, CN stretching (Kong and Yu, 2007) 1342
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Keberadaan struktur triple helix kolagen dikonfirmasi dengan adanya pita amida 111 pada bilangan
gelombang 1342 cm'* pada kolagen H. scabra. Selain itu, amida I11 juga terkait dengan kombinasi vibrasi
tekuk N-H dan vibrasi ulur C-N (Kong dan Yu, 2007). Rasio antara puncak amida 111 (1342 cm™) dan
1454 cm? (absorbansi dari -CH,-) yaitu sebesar 0,92. Rasio IR antara amida Il dan 1454 cm™ yang
mendekati 1 menunjukkan adanya struktur triple helix dalam kolagen (De Guzzi Plepis dkk., 1996).

4. KESIMPULAN

Kolagen larut asam berhasil diekstraksi dari daging teripang pasir (Holothuria scabra) dengan
rendemen sebesar 3,2% dan viskositas sebesar 0,9806 mPa.s. Gugus fungsi kolagen hasil ekstraksi terdiri
dari amida A (3477 cm), B (2933 cm™®), 1 (1659 cmY), 11 (1552 cm?), dan 111 (1342 cm™) menunjukkan
sidik jari untuk struktur kolagen.
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