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PERNYATAAN MENGENAI TESIS DAN
SUMBER INFORMASI SERTA PELIMPAHAN HAK CIPTA

Dengan ini saya menyatakan bahwa tesis dengan judul -Pra-Perlakuan
idrolisis Enzimatik pada Deteksi Kolagen dengan qPCR dan ATR-FTIRI adalah
irya saya dengan arahan dari dosen pembimbing dan belum diajukan dalam
>ntuk apa pun kepada perguruan tinggi mana pun. Sumber informasi yang
rasal atau dikutip dari karya yang diterbitkan maupun tidak diterbitkan dari
nulis lain telah disebutkan dalam teks dan dicantumkan dalam Daftar Pustaka di
1gian akhir tesis ini.

Dengan ini saya melimpahkan hak cipta dari karya tulis saya kepada Institut
ertanian Bogor.
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RINGKASAN

KHOIROH INDA DINI. Pra-Perlakuan Hidrolisis Enzimatik pada Deteksi
Kolagen dengan qPCR dan ATR-FTIR. Dibimbing oleh Dr. Ir. Joko Hermanianto,
-~ = Prof-Dr. Didah Nur Faridah, S.T.P., M.Si dan Dr. Ir. Mardiah, M.Si

Kolagen memiliki peran penting dalam industri makanan, kosmetik, dan
- farmasi, Kemungkinan terjadinya kontaminasi dan pencampuran kolagen dari
- sumber non-halal (seperti kolagen babi) merupakan masalah utama bagi
- konsumen muslim, sehingga perlu dilakukan pengujian laboratorium. Quantitative
. PCR(qPCR) dapat digunakan sebagai salah satu metode pengujian DNA yang
© sensitif dan spesifik dalam mendeteksi sumber bahan sampel, tetapi metode ini
memiliki kelemahan dalam mendeteksi kolagen karena adanya aktivitas inhibisi
" yang-menghambat proses amplifikasi. Inhibitor tersebut berupa asam amino Gly-
Pro-Hyp (glisin-prolin-hidroksiprolin) dengan struktur triple helix. Aktivitas
inhibisi tersebut dapat dihilangkan, salah satunya dengan hidrolisis enzimatik
menggunakan kolagenase dan papain. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi
kolagen babi dengan metode qPCR. Tujuan khususnya, yaitu (1) mengevaluasi
metode pra-perlakuan dengan hidrolisis enzimatik sehingga hidrolisat kolagen
tersebut dapat dianalisis dengan menggunakan qPCR, (2) membandingkan profil
gugus fungsional kolagen sebelum dan setelah hidrolisis dengan analisis ATR-
FTIR. Secara umum, penelitian ini terdiri dari 3 tahap yaitu (1) hidrolisis dengan
- ° 5 enzim sebagai pra-perlakuan (2) identifikasi DNA hidrolisat kolagen dengan
= 2% metode qPCR secara duplo, (3) deteksi gugus fungsi kolagen sebelum dan setelah
= -5 hidrolisis menggunakan ATR-FTIR. Terdapat tiga jenis sampel pada penelitian ini,
yaitu kolagen babi sebelum hidrolisis, sampel kolagen babi hidrolisis papain dan
asam format, serta sampel kolagen babi hidrolisis kolagenase. Tahap hidrolisis
sebagai pra-perlakuan dilakukan dengan beberapa konsentrasi enzim, proses
hidrolisis papain pada konsentrasi 60 IU dan 100 IU selama 8 jam, sedangkan
proses hidrolisis kolagenase pada konsentrasi 50 IU, 100 IU, 300 IU, dan 500 IU
selama 18 jam. Sampel kolagen yang berhasil dihidrolisis dan terdeteksi DNA
babi, selanjutnya dideteksi menggunakan ATR-FTIR untuk melihat perbedaan
gugus fungsi sebelum dan setelah hidrolisis. Analisis data hasil qPCR
menggunakan metode deskriptif kuantitatif, sedangkan data hasil FTIR
. menggunakan metode deskriptif kualitatif.

@ o Hasil penelitian menunjukkan bahwa pra-perlakuan hidrolisis kolagenase
- mulai konsentrasi 300 IU dapat mendeteksi DNA babi pada kolagen dengan nilai
Ct FAM (babi) 35,16 dan 34,99 serta IPC sebesar 27,55 dan 27,04. Namun, pra-
perlakuan hidrolisis papain pada beberapa konsentrasi belum mampu
menghidrolisis kolagen babi dengan baik, sehingga DNA tersebut tidak dapat
terdeteksi menggunakan qPCR. Hal ini diduga pada kolagen babi hidrolisis papain
masih terdapat inhibitor. Analisis gugus fungsi kolagen babi menggunakan ATR-
FTIR menunjukkan bahwa semua sampel (sebelum dan sesudah hidrolisis)
mengandung gugus fungsi alkohol, fenol, alkana, dan 1-amina. Daerah serapan
Amida A, Amida B, Amida I, Amida II, dan Amida III yang merupakan wilayah
khas serapan kolagen, terdeteksi pada sampel sebelum hidrolisis. Sampel kolagen
babi setelah hidrolisis papain tidak ditemukan gugus fungsi pada daerah serapan
Amida B, sedangkan sampel setelah hidrolisis kolagenase tidak ditemukan gugus
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tersebut

Hal

serapan Amida B dan Amida IIL
mengindikasikan bahwa inhibitor pada kolagen telah terhidrolisis oleh kolagenase,

daerah

pada
arena asam amino Gly-Pro-Hyp banyak tersusun dengan adanya atom C-N yang

inyak ditemukan pada daerah serapan Amida III.
ata kunci: ATR-FTIR, hidrolisis kolagen, kolagen babi, kolagenase, qPCR
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SUMMARY

KHOIROH INDA DINI. Pre-Treatment of Enzymatic Hydrolysis on Collagen
Detection by qPCR and ATR-FTIR. Supervised by JOKO HERMANIANTO,
-+ DIDAH NUR FARIDAH, and MARDIAH.

Collagen has a critical role in the food, cosmetic, and pharmaceutical
- industries. The possible contamination and adulteration of non-halal collagen
- (such'as porcine collagen) is a major issue for Muslim consumers, which could be
- examined by laboratory testing. Currently, Quantitative PCR (qPCR) can be used
> as/a DNA testing method that is sensitive and specific in detecting the source of
* the sample material, but this method has a weakness in detecting collagen because
t thas inhibitory properties, which can inhibit the amplification process. An
" inhabitor is the Gly-Pro-Hyp (glycine-proline-hydroxyproline) amino acids with a
triple helix structure. This inhibitory activity can be removed by enzymatic
hydrolysis using papain and collagenase. This study aims to detect the porcine
collagen by qPCR method. The specific objectives were (1) to evaluate the pre-
treatment method with enzymatic hydrolysis so that the collagen hydrolyzate
could be analyzed using qPCR, and (2) to compare the profile of the collagen
funetional groups before and after hydrolysis using ATR-FTIR analysis. In
general, this research consisted of three stages, namely (1) hydrolysis with papain
or collagenase as pre-treatment, (2) identification of the DNA hydrolyzate
= = collagen by qPCR method, and (3) detection of collagen functional groups before
= °° and after hydrolysis using ATR-FTIR. This experiment used three types of
= -2 samples: porcine collagen before hydrolysis, porcine collagen hydrolyzed by
¢ papain, and porcine collagen hydrolyzed by collagenase. The hydrolysis as pre-
treatment was carried out with several concentrations of enzymes, the papain
hydrolysis process was carried out at a concentration of 60 IU and 100 IU for 8
¢ hours, while the collagenase hydrolysis process at a concentration of 50 1U, 100
3 IU, 300 IU and 500 IU for 18 hours. Collagen samples that were successfully
- hydrolyzed and detected the porcine DNA were then detected using ATR-FTIR to
see differences in functional groups before and after hydrolysis. Data analysis of
qPCR results used quantitative descriptive methods, while FTIR result used
qualitative descriptive methods.
3 The result showed that pre-treatment of collagenase hydrolysis starting at a
2 = concentration of 300 IU could detect porcine DNA in collagen with a Ct FAM
= (porcine) values of 35,16 and 34,99, and IPC of 27,55 and 27,04 respectively.
However, pre-treatment of papain hydrolysis at several concentrations has not
been able to hydrolyze porcine collagen, so the DNA could not be detected using
qPCR. It is suspected that there are inhibitors in collagen hydrolyzed papain.
Analysis of porcine collagen functional groups using ATR-FTIR showed that all
samples (before and after hydrolysis) contained alcohols, phenols, alkanes, and 1-
amine functional groups. The absorption regions of Amide A, Amide B, Amide I,
Amide II, and Amide III which are typical regions of collagen, were found in
porcine collagen before hydrolysis. Porcine collagen samples after hydrolysis of
papain found no functional groups in the absorption region of Amide B, while
samples after hydrolysis of collagenase remove Amide B and Amide III
absorption region. This indicates that the inhibitor of collagen in the form of a
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because the amino acids of Gly-Pro-Hyp are mostly composed of C-N atoms
eywords: ATR-FTIR, Collagenase, Hydrolysis, Porcine collagen, qPCR

triple helix structure has been hydrolyzed and decomposed by collagenase,
vhich are found in absorption region of Amide III.
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Deteksi Kolagen dan Hidrolisat Kolagen Menggunakan qPCR
Analisis Gugus Fungsi Kolagen dan Hidrolisat Kolagen
Menggunakan ATR-FTIR
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