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ABSTRACT

Gelatin, derived from animal tissues, is a widely used ingredient in the food industry. Fish gelatin has
gained attention as a halal alternative due to its abundance, favorable functional properties, and versatility
in food applications. However, tracing the origin of gelatin remains challenging, highlighting the need for
reliable authentication methods. Conventional analytical techniques are often limited by long analysis times,
low specificity, inability to detect source-specific markers, high costs, and the requirement for sophisticated
instruments. This study investigated the volatile compound profiles of commercial gelatin from various fish
species (pangasius, tilapia skin, tuna skin, and cod) and compared them with commercial pork gelatin by
using Headspace Solid-Phase Microextraction coupled with Gas Chromatography-Mass Spectrometry (HS-
SPME GC-MS) combined with multivariate data analysis. The HS-SPME GC-MS approach effectively
classified gelatin samples based on their volatile profiles. Partial least squares-discriminant analysis (PLS-
DA) identified five key discriminant volatiles for pork gelatin (decane, boronic acid, ethyl-, bis(2,2-
dimethyipropyl) ester, m-anisoyl amide, N-(2-phenylethyl)-N-decyl, 1-pentadecene, and 2-tetradecanone)
and four for fish gelatin (hexadecane, 1,2-oxathiane, 6-dodecyl, 2,2-dioxide, n-tridecan-1-ol, and 9-
nonadecene), with decane and hexadecane identified as the most influential markers for pork and fish
gelatin, respectively.

Keywords: authentication, fish gelatin, gas chromatography-mass spectrometry, solid phase
microextraction, volatile compounds

ABSTRAK

Gelatin yang diperoleh dari jaringan hewan merupakan bahan intermediet yang banyak digunakan
dalam industri pangan. Gelatin ikan semakin mendapat perhatian sebagai alternatif halal karena
ketersediaannya yang melimpabh, sifat fungsional yang menguntungkan, dan fleksibilitasnya dalam berbagai
aplikasi pangan. Namun, penelusuran asal-usul gelatin masih menjadi tantangan, sehingga diperlukan
metode autentikasi yang andal. Teknik analisis konvensional sering memiliki keterbatasan, seperti waktu
analisis yang lama, spesifisitas rendah, ketidakmampuan untuk mendeteksi penanda spesifik sumber, biaya
tinggi, dan membutuhkan instrumen yang canggih. Penelitian ini mengkaji profil senyawa volatil dari gelatin
komersial yang berasal dari berbagai spesies ikan (ikan patin, kulit ikan nila, kulit ikan tuna, dan ikan cod)
dan membandingkannya dengan gelatin babi komersial menggunakan headspace solid-phase
microextraction yang dipadukan dengan gas chromatography-mass spectrometry (HS-SPME GC-MS) serta
analisis data multivariat. Pendekatan HS-SPME GC-MS terbukti efektif dalam mengklasifikasikan sampel
gelatin berdasarkan profil volatilnya. Pendekatan dengan partial least squares-discriminant analysis (PLS-
DA) dapat mengidentifikasi lima senyawa volatil pembeda utama untuk gelatin babi (decane, boronic acid,
ethyl-, bis(2,2-dimethyipropyl) ester, m-anisoyl amide, N-(2-phenylethyl)-N-decyl-, 1-pentadecene, dan 2-
tetradecanone) dan empat senyawa volatil pembeda utama untuk gelatin ikan (hexadecane, 1,2-oxathiane,
6-dodecyl-, 2,2-dioxide, n-tridecan-1-ol, dan 9-nonadecene), dengan decane dan hexadecane diidentifikasi
sebagai penanda paling berpengaruh untuk gelatin babi dan ikan.

Kata kunci: autentikasi, gas chromatography-mass spectrometry, gelatin ikan, senyawa volatil, solid phase
microextraction
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PENDAHULUAN

Gelatin merupakan bahan intermediet yang
banyak digunakan dalam industri pangan maupun
non-pangan karena sifat fungsionalnya, seperti
kemampuan membentuk gel, menstabilkan,
mengentalkan, mengikat air, dan berperan sebagai
pengemulsi (emulsifier) dalam berbagai produk.
Pemanfaatannya meliputi pangan (seperti permen
jeli, marshmallow, yogurt), dan non-pangan (seperti
kapsul dan produk kosmetik). Sumber bahan baku
gelatin menjadi isu sensitif, terutama di negara
dengan mayoritas penduduk Muslim seperti Indo-
nesia, karena sebagian besar produksi global masih
berasal dari kulit dan tulang babi. Menurut Report-
Linker (2022), produksi gelatin dunia pada tahun
2020 mencapai 516,8 metrik ton dan diperkirakan
meningkat menjadi 696,1 metrik ton pada tahun
2027, dengan 42,9% berasal dari kulit babi, 28,7%
dari kulit sapi, 24,9% dari tulang hewan, dan sisanya
dari bahan lainnya. Indonesia sendiri masih bergan-
tung pada impor gelatin, yaitu lebih dari 1,4 juta kg
per tahun, yang didatangkan dari negara produsen
utama seperti Cina, India, Amerika Serikat, dan
Jerman (BPS, 2019).

Gelatin ikan merupakan alternatif bahan inter-
mediet halal yang menjanjikan, karena memanfaat-
kan limbah ikan seperti kulit, sisik, dan tulang (Usman
et al., 2022). Peneliti terdahulu telah melaporkan
metode ekstraksi dan produksi gelatin dari berbagai
spesies tuna dan makarel (Nurilmala et al., 2020;
Montero et al., 2022), serta dari ikan patin, nila, dan
tuna (Nurilmala et al., 2017). Studi lain berfokus pada
modifikasi proses gelatin ikan untuk meningkatkan
kekuatan gel, stabilitas termal, dan sifat filmogenik
agar sesuai untuk aplikasi sebagai penstabil produk
susu, bahan enkapsulasi, dan edible film (Derkach et
al., 2020; Mezhoudi et al., 2022; Fauzan et al., 2023).

Perbedaan sumber kolagen yang digunakan
sebagai bahan baku gelatin memberikan tantangan
untuk mengembangkan metode autentikasi yang
praktis, sensitif, dan cepat, untuk memastikan asal
gelatin dalam produk pangan atau non-pangan
(Fasya et al, 2018). Gelatin diperoleh melalui
hidrolisis parsial kolagen, protein struktural yang
terdapat pada kulit, tulang, dan jaringan ikat hewan
(Panjaitan, 2017). Sifat-sifat gelatin, termasuk karak-
teristik aromanya, sangat dipengaruhi oleh sumber
kolagen yang digunakan. Aroma khas tiap jenis
gelatin muncul dari senyawa volatil yang berasal dari
bahan baku dan yang terperangkap selama proses
produksi, sehingga setiap gelatin memiliki profil volatil
unik yang dapat digunakan sebagai penanda
autentikasi (Li et al., 2025).

Berbagai metode autentikasi telah dikembang-
kan, seperti LC-MS/MS (Dewi et al., 2023); ELISA
(Tukiran et al., 2016), real-time PCR (Habiturraman
etal., 2023), FTIR (Zilhadia et al., 2018; Fatmawati et
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al., 2024) dan SPME-GC/MS (Amalia et al., 2022).
Namun, metode analisis tersebut masih memiliki
keterbatasan, antara lain waktu analisis yang lama,
kebutuhan instrumen canggih, kesulitan mendeteksi
protein terdenaturasi, serta rendahnya spesifisitas
(Mendez et al, 2019). Salah satu pendekatan
potensial adalah analisis volatilomik, yaitu pemetaan
profil senyawa volatil untuk mengidentifikasi perbe-
daan sumber gelatin (Lytou et al., 2019; Hameed et
al., 2018).

Komposisi aroma gelatin bervariasi bergantung
pada jenis hewan sumbernya, sehingga profil
senyawa volatil dapat dimanfaatkan sebagai indikator
untuk membedakan gelatin halal dan non-halal
(Darmawan et al., 2024). Solid phase microextraction
(SPME) merupakan teknik ekstraksi yang memiliki
beberapa mode, termasuk direct immersion SPME
(DI-SPME), yaitu serat SPME kontak langsung
dengan matriks sampel. Metode ini lebih sesuai untuk
mengekstraksi senyawa yang kurang volatil, namun
berpotensi membawa komponen matriks non-volatil
ke permukaan serat sehingga memerlukan optimasi
kondisi ekstraksi, seperti jenis serat, waktu, dan suhu.

Sebaliknya, headspace solid phase micro-
extraction (HS-SPME) mengekstraksi senyawa dari
fase gas (headspace) di atas sampel dan lebih sesuai
untuk analisis aroma pada matriks pangan dan
produk hewani karena selektif terhadap senyawa
volatil dan semi-volatil serta meminimalkan inter-
ferensi matriks. Kombinasi HS-SPME dengan gas
chromatography-mass spectrometry  (GC-MS)
memiliki keunggulan berupa sensitivitas tinggi,
analisis cepat, dan tanpa penggunaan pelarut
(Nugraha et al., 2020; Xu et al., 2023). Dibandingkan
dengan direct SPME, metode HS-SPME lebih selektif
terhadap senyawa volatil ringan, meskipun memiliki
cakupan analit yang lebih terbatas.

Metode HS-SPME GC-MS telah banyak diterap-
kan pada berbagai matriks pangan, seperti daging
babi cincang (Song et al., 2021), daging sapi matang
(Watanabe et al., 2015), serta produk samping
unggas, sapi, dan babi (Ahamed et al., 2023), untuk
memetakan profil volati dan mengidentifikasi
senyawa penanda spesifik. Selain itu, teknik ini juga
digunakan pada tuna kaleng (Zhang et al., 2019) dan
pala kering (Sipahelut, 2019) untuk membedakan
komposisi senyawa volatil antarspesies atau akibat
perlakuan proses.

Penelitian ini bertujuan membandingkan profil
senyawa volatil pada gelatin ikan (tuna, patin, nila,
dan cod) dengan gelatin babi menggunakan metode
HS-SPME GC-MS, sekaligus mengidentifikasi senya-
wa penanda spesifik yang dapat digunakan untuk
autentikasi halal.
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BAHAN DAN METODE

Bahan
Penelitian ini menggunakan bahan berupa
gelatin babi komersial (Foodchem International

Corporation, Tiongkok), serta gelatin ikan yang
berasal dari ikan patin, kulit ikan nila, kulit ikan tuna,
dan ikan cod yang diperoleh dari Laboratorium
Departemen Teknologi Hasil Perikanan, Institut
Pertanian Bogor. Selain itu, etanol dan akuades juga
digunakan sebagai bahan analisis.

Persiapan sampel dengan SPME

Persiapan sampel dilakukan dengan merujuk
pada metode Pavlidis et al. (2019) dengan beberapa
penyesuaian. Sebanyak 5 g gelatin ditimbang dan
dimasukkan ke dalam vial berkapasitas 20 mL,
kemudian ditambahkan 5 mL akuades dan 0,5 puL
etanol. Larutan tersebut dihomogenkan dengan cara
menggoyangkan vial selama 2 menit. Sebelum
digunakan, serat SPME (DVB/CAR/PDMS, Supelco,
Bellefonte, PA, Amerika Serikat) dibersihkan terlebih
dahulu dengan pemanasan pada injektor GC-MS
pada suhu 250 °C selama 10 menit. Selanjutnya,
dilakukan tahap pra-ekstraksi pada suhu 80 °C
selama 3 jam menggunakan hotplate. Setelah itu,
serat dipasang secara headspace pada vial selama
50 menit pada suhu yang sama.

Analisis identifikasi senyawa volatil dengan GC-
MS

Hasil ekstraksi gelatin dianalisis menggunakan
GC-MS. Helium (He) digunakan sebagai gas
pembawa dengan laju alir konstan 1 mL/menit. Port
injeksi dilengkapi dengan liner berdiameter 0,75 mm
(Agilent) yang sesuai untuk analisis SPME, dan
dioperasikan pada mode splitless dengan suhu 250
°C. Pemisahan senyawa dilakukan pada kolom
kapiler Stabilwax berukuran 60 mx0,25 mm dengan
ketebalan film 0,25 ym. Program suhu oven dimulai
pada 35 °C (ditahan 1 menit), kemudian dinaikkan
dengan laju 5 °C/menit hingga 70 °C, dilanjutkan
dengan laju 10 °C/menit sampai 170 °C, lalu dinaik-
kan kembali hingga 250 °C dengan laju 3 °C/menit
dan dipertahankan selama 7 menit. Suhu antarmuka
ditetapkan pada 250 °C.

Spektrometer massa dijalankan dalam mode
ionisasi elektron (El) dengan energi 70 eV dan
rentang pemindaian 25-500 m/z, sedangkan suhu
sumber ion diatur pada 240 °C. Fiber SPME kemu-
dian diinjeksi ke port injeksi GC-MS dengan menekan
start pada instrumen, dan analisis dilakukan selama
51,67 menit. Setiap sampel dianalisis sebanyak lima
ulangan. Profil senyawa volatil diidentifikasi berdasar
pada peak processing parameters yang ditetapkan
pada alat GC-MS diantaranya yaitu peak integration=
500, slope= 100/min, width= 1, minimal area= 0,
similarity= 80% dan retention index allowance= +20.
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Hasil analisis GC-MS diolah lebih lanjut dengan
perangkat lunak Shimadzu GCMS Solution versi 4.45
untuk menyeleksi senyawa yang terdapat dalam
sampel, kemudian dilanjutkan dengan proses identi-
fikasi senyawa volatil. Semua analit senyawa volatil
diperkirakan menggunakan Library MS NIST 17.0
sebagai referensi spektrum massa. Selain itu,
identifikasi juga diperkuat dengan perhitungan nilai
indeks retensi linier (LRI). Nilai Linear Retention
Index (LRI) dihitung secara otomatis oleh perangkat
lunak dengan menggunakan waktu retensi standar
alkana (C10-C26) yang disuntikkan ke GC-MS pada
kolom serta kondisi yang sama dengan sampel analit.
Selanjutnya, nilai LRI yang diperoleh dibandingkan
dengan indeks retensi linier dari pustaka atau laporan
sebelumnya (jika tersedia) untuk memperkuat
validitas identifikasi senyawa.

Analisis klasifikasi senyawa volatil

Data GC-MS awalnya diubah dari format file
(.QGD) menjadi (.txt), kemudian diimpor ke Microsoft
Excel dan ditranspose agar sesuai dengan format
analisis multivariat. Selanjutnya, dilakukan transfor-
masi data dengan menghitung persentase relative
area tiap senyawa untuk setiap sampel. Normalisasi
dilakukan dengan pemusatan (mean centering) dan
penskalaan otomatis (autoscaling) berdasarkan
kolom untuk memastikan setiap variabel sebanding
satu sama lain. Data kemudian diproses mengguna-
kan filter multiplicative signal correction (MSC) untuk
mengurangi noise yang tidak berhubungan dengan
analit target (Eriksson et al., 2006). Hasil pemrosesan
menghasilkan matriks data berukuran 270 baris
(senyawa volatil) dan 35 kolom (sampel). Selanjut-
nya, klasifikasi senyawa volatil dianalisis mengguna-
kan model principal component analysis (PCA)
dengan skala unit-variance (UV). PCA digunakan
untuk mereduksi jumlah variabel pengamatan yang
besar menjadi beberapa komponen utama, sehingga
pola data dapat dijelaskan dengan lebih sederhana
(Pratiwi dan Harjoko, 2023). Kinerja model PCA
dievaluasi berdasarkan nilai koefisien prediktif Q2X,
yang merepresentasikan kemampuan model dalam
memprediksi data baru.

Model partial least squares-discriminant analysis
(PLS-DA) digunakan untuk memperhalus pola klasi-
fikasi dan menilai kemampuan diskriminatif antara
kelas. Model ini divalidasi berdasarkan nilai R2 (repro-
duktivitas model) dan Q?, (daya prediksi model). Pada
PCA, indikator tersebut ditunjukkan dengan R2X dan
Q2, sedangkan pada PLS-DA, R2Y menunjukkan
goodness of fit dan Q2Y menunjukkan akurasi
prediksi data (Pranata et al., 2021).

Validasi kedua model memggunakan uji
permutasi, dengan ketentuan bahwa nilai R2Y dan
Q?Y pada model yang dipermutasi harus lebih rendah
dibandingkan nilai pada model asli. Hasil validasi
memungkinkan visualisasi dan pengelompokan
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sampel berdasarkan profil senyawa volatil masing-
masing. Analisis dilakukan dengan bantuan perang-
kat lunak SIMCA versi 16.0 (Sartorius-Umetrics,
Umea, Swedia), yang menggunakan prinsip soft
independent modeling of class analogy (SIMCA)
untuk mengelompokkan setiap sampel ke dalam
kelas yang sesuai (Yulia et al., 2017).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi senyawa volatil

Berdasarkan analisis GC-MS, sejumlah
senyawa volatil berhasil teridentifikasi pada sampel
gelatin, yaitu: 83 senyawa pada gelatin babi
komersial, 71 senyawa pada gelatin babi standar, 69
senyawa pada gelatin ikan komersial, 98 senyawa
pada gelatin kulit ikan nila, 136 senyawa pada gelatin
kulit ikan tuna, 72 senyawa pada gelatin ikan patin,
dan 45 senyawa pada gelatin ikan cod (data tidak
disajikan). Menurut Mariano dan Kim (2023), jumlah
analit yang diekstrak oleh serat SPME dipengaruhi
oleh berbagai faktor, termasuk metode ekstraksi,
suhu dan waktu ekstraksi, jenis sampel, jenis serat,
parameter GC-MS, serta jenis kolom yang diguna-
kan. Faktor lain seperti pengadukan, pH, dan volume
sampel juga dapat memengaruhi jumlah analit yang
diekstrak (Dadali et al., 2019).

Gelatin dapat mengalami perubahan kimia
selama penyimpanan, sehingga terjadi kombinasi
senyawa volatil yang berperan dalam aroma khas
tiap sampel. Hal ini mengakibatkan jumlah dan jenis
senyawa volatil dapat berbeda di setiap sampel.
Senyawa volatil yang terdeteksi pada gelatin ikan dan
babi berasal dari berbagai golongan, antara lain
aldehida, keton, asam, ester, hidrokarbon, aromatik,
terpene, senyawa yang mengandung belerang, dan
lainnya. Pada produk perikanan, senyawa volatil
umumnya berasal dari aldehida, alkohol, keton,
asam, dan hidrokarbon (Liu et al., 2023), sedangkan
pada daging babi, senyawa volatil yang teridentifikasi
termasuk alkana, alkohol, aldehida turunan Maillard,
aldehida turunan lipid, keton, furan, pirazin, dan
senyawa yang mengandung belerang (Zhao et al,,
2017).

Komposisi senyawa volatil juga dipengaruhi oleh
bahan baku gelatin, karena setiap jenis gelatin
memiliki struktur kimia yang berbeda (Ahmad et al.,
2024). Secara umum, senyawa volatil terbentuk
melalui berbagai reaksi, termasuk degradasi termal
(Kosowska et al, 2017). Dalam penelitian ini,
senyawa volatil diklasifikasikan menjadi dua kelas,
yaitu kelas 1 (gelatin babi) dan kelas 2 (gelatin ikan),
dengan pengelompokkan yang ditampilkan pada
Figure 1. Jumlah senyawa volatil pada gelatin ikan
lebih banyak dibandingkan gelatin babi. Kolagen ikan
memiliki komposisi asam amino lebih bervariasi
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dibandingkan kolagen mamalia seperti babi (Wang et
al., 2023).

Senyawa volatii umumnya terbentuk sebagai
hasil dari oksidasi termal (Liu et al, 2023). lkan
memiliki kadar prolin dan hidroksiprolin yang berbeda
dibandingkan babi. Kedua asam amino ini berperan
dalam menstabilkan konformasi gelatin, sehingga
gelatin ikan lebih mudah terdenaturasi pada suhu
rendah. Proses denaturasi ini menyebabkan gelatin
membentuk gel, yang melepaskan konsentrasi
senyawa volatil lebih tinggi dibandingkan gelatin
dalam bentuk utuh atau keras (Gao et al., 2024).
Pada penelitian ini, golongan senyawa yang paling
dominan pada kedua kelas adalah hidrokarbon,
ester, dan alkohol.

Klasifikasi senyawa volatil

Hasil PCA dengan tujuh komponen utama
menjelaskan 62,3% total keragaman data (R2X=
0,627) dengan parameter prediktif (Q?= 0,474), yang
diperoleh melalui Hotelling’s T? pada interval keper-
cayaan 95%. Nilai ini memenuhi persyaratan
minimum model, yaitu Q2 = 0,41 (Worley dan Powers,
2016). Prinsip dasar PCA adalah menyusun kompo-
nen utama berupa kombinasi linear dari variabel asli,
yang dirancang untuk menangkap variasi terbesar
dalam data (Miller dan Miller, 2000). Komponen
utama pertama (PC1) menjelaskan 53,3% kera-
gaman, sedangkan PC2 menjelaskan 9%, sehingga
kedua komponen secara bersama mewakili 62,3%
keragaman dan dianggap paling berpengaruh dalam
klasifikasi sampel. Score-plot PCA untuk gelatin
ditampilkan pada Figure 2.

Hasil score-plot menunjukkan bahwa sampel
gelatin ikan membentuk klaster terpisah dari gelatin
babi. Setiap titik pada plot mewakili satu sampel, dan
sampel dengan kemiripan profil volatil cenderung
membentuk klaster yang sama. Gelatin kulit ikan tuna
tampak paling terpisah dari sampel lainnya, sesuai
dengan Zhang et al. (2019) yang melaporkan bahwa
ikan tuna memiliki senyawa volatil penanda dari
golongan hidrokarbon, yaitu decanal, yang memberi-
kan aroma dominan dengan relative odor activity
value (ROAV) tertinggi. Selain itu, gelatin tuna
memiliki jumlah senyawa keton yang lebih banyak
dibandingkan sampel lain, memperkuat perbedaan
profil volatilnya.

Klaster gelatin ikan patin juga membentuk
kelompok terpisah, sejalan dengan Pratama (2018)
yang mengidentifikasi lima senyawa volatil dominan
pada ikan patin: hexadecane, hexanal, 1-octen-3-ol,
2,3-octanedione, dan nonanal, dengan proporsi
tertinggi berasal dari hexadecane. Gelatin ikan patin
menunjukkan kedekatan dengan gelatin ikan komer-
sial, kemungkinan karena bahan baku komersial
menggunakan ikan patin.
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Figure 1. Composition of volatile compounds in fish and pork gelatin analyzed by HS-SPME GC-MS

2040

t[2]

Note: BK= Commercial pork, PC= Standard pork, IK= Commercial fish, T= Tuna, P= Pangasius, N= Nile tilapia, CF= Cod

Figure 2. PCA score plot of volatile compounds of fish and pork gelatin (R2X= 0.627)

Gelatin kulit ikan nila membentuk klaster sendiri,
dengan senyawa volatil dominan berupa hexanal, 6-
methyl-3-heptanone, nonanal, heptanal, dan 2-
decanone. Dari senyawa volatil tersebut, hexanal
merupakan komponen yang paling banyak (Pratama,
2018). Sebaliknya, gelatin ikan cod terlihat lebih
dekat dengan gelatin babi, kemungkinan karena
adanya kesamaan senyawa volatil dominan. Peneli-
tian sebelumnya menunjukkan senyawa volatil

dominan pada ikan cod antara lain hydrogen sulfide,
carbon disulfide, dimethyl sulfide, acetaldehyde,
propionaldehyde, butyraldehyde, methylene chloride,
ethanol, dimethyl ketone, dan methyl ethyl ketone.
(Martin et al., 2023), sedangkan pada daging babi
senyawa dominan adalah 2-nonanone dan pentanal,
yang diprediksi sebagai senyawa penanda (marker)
(Pranata et al., 2021).
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Model multivariat PLS-DA

Analisis senyawa volatil gelatin juga dilakukan
menggunakan model PLS-DA. Metode ini termasuk
dalam teknik kemometri yang menghubungkan dua
matriks, yaitu variabel X (data sampel) dan variabel Y
(kelas), sehingga mampu memaksimalkan pemi-
sahan antar kelompok sampel (Gromski et al., 2015).
Dibandingkan dengan PCA, PLS-DA memberikan
pola klasifikasi yang lebih tegas. Penggunaan PLS-
DA direkomendasikan apabila score plot dari PCA
menghasilkan nilai koefisien prediksi model (Q?)
setidaknya 0,4 (Worley dan Powers, 2016).

Table 1 menunjukkan komponen volatil dengan
koefisien korelasi tertinggi berdasarkan analisis PLS-
DA untuk membedakan gelatin babi dan gelatin ikan.
Pada kelas 1 (gelatin babi), senyawa dengan korelasi
positif tertinggi adalah decane (0,0071), diikuti oleh
boronic acid, ethyl-, bis(2,2-dimethylpropyl) ester
(0,0066) dan m-anisoyl amide, N-(2-phenylethyl)-N-
decyl- (0,0048). Senyawa lain seperti 7-pentadecene,
2-tetradecanone, (R)-(-)-(Z)-14-methyl-8-hexadecen-
1-ol, 2-hexyl-1-octanol, pentanoic acid ester, n-
heptadecanol-1, dan undecane, 5-methyl- juga
menunjukkan kontribusi positif meskipun dengan nilai
korelasi yang lebih rendah (0,0030-0,0040). Semen-
tara itu, pada kelas 2 (gelatin ikan), komponen volatil
dengan korelasi positif tertinggi adalah hexadecane
(0,0036), diikuti oleh 1,2-oxathiane, 6-dodecyl-, 2,2-
dioxide (0,0031), n-tridecan-1-ol (0,0029), dan 9-
nonadecene (0,0027).

Table 1. Volatile component with the highest corre-
lation coefficient

Component with Positive Correlation gorre!a.tlon
oefficient
PLS-DA (Pork gelatin)
Decane 0.0071
Boronic acid, ethyl-, bis(2,2-dimethylpropyl) 0.0066
ester
m-Anisoyl amide, N-(2-phenylethyl)-N-decyl- 0.0048
1-Pentadecene 0.0040
2-Tetradecanone 0.0035
(R)-(-)-(Z)-14-Methyl-8-hexadecen-1-ol 0.0035
2-Hexyl-1-octanol 0.0034
Pentanoic acid, 4-methyl-, 3,7-dimethyl-6- 0.0033
octenyl ester
n-Heptadecan-1-ol 0.0032
Undecane, 5-methyl- 0.0030
PLS-DA (Fish gelatin)
Hexadecane 0.0036
1,2-Oxathiane, 6-dodecyl-, 2,2-dioxide 0.0031
n-Tridecan-1-ol 0.0029
9-Nonadecene 0.0027

Hasil analisis data senyawa volatil gelatin meng-
gunakan model PLS-DA dengan lima komponen
utama dan dua kelas (kelas 1: gelatin babi, kelas 2:
gelatin ikan) menjelaskan 71,6% variabilitas kumulatif
(R2Y=0,948) dengan parameter prediksi (Q2=0,851).
Score-plot PLS-DA ditampilkan pada Figure 3. Model
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ini berhasil membedakan gelatin babi dan gelatin ikan
(posisi titik data sampel berada pada kuadran yang
berbeda). Jarak antar-kuadran menunjukkan tingkat
kemiripan antar-sampel, yaitu semakin besar jarak
antar-titk, maka  semakin rendah  tingkat
kesamaannya. Dengan demikian, gelatin ikan dan
gelatin babi menunjukkan profil senyawa volatil yang
berbeda secara signifikan.

Interpretasi score-plot PLS-DA dapat dilakukan
melalui loading plot (Figure 4), yang menunjukkan
komponen volatii dominan pada masing-masing
kelas. Posisi komponen volatil pada loading plot
sesuai dengan posisi sampel pada score-plot. Secara
keseluruhan, terdapat lima senyawa volatil dominan
pada kelompok gelatin babi, yaitu 2-nonen-1-ol, 3-
tetradecyn-1-ol, cycloundecane, 1,1,2-trimethyl-,
cyclohexan, dan 1-butenylidene. Sementara pada
kelompok gelatin ikan, senyawa volatil dominan meli-
puti n-decyl methylphosphonofluoridate, decanoic
acid, silver (1+) salt, 1-methyl-1-silacyclobutane, S-
hydroxythiobenzoate, undecanoic acid, dan isopropy!
ester. ldentifikasi senyawa volatil dominan melalui
loading plot ini bersifat visual dan terbatas. Oleh
karena itu, perlu dilakukan analisis lanjutan menggu-
nakan koefisien korelasi dan nilai variable importance
in the projection (VIP) untuk memastikan peran
masing-masing senyawa dalam klasifikasi sampel.

Senyawa volatil penanda

Pemilihan senyawa volatil yang paling berpe-
ngaruh pada masing-masing kelas PLS-DA dilakukan
terlebih dahulu menggunakan coefficient plot. Coeffi-
cient plot memberikan nilai koefisien korelasi, baik
positif maupun negatif, terhadap senyawa volatil yang
teridentifikasi pada tiap kelas (Eriksson et al., 2006).
Koefisien korelasi positif terbesar menunjukkan
komponen volatil yang paling dominan dalam kelas,
sedangkan koefisien negatif menunjukkan pengaruh
sebaliknya.

Sepuluh komponen penciri dipilih pada kelas 1
(gelatin babi) berdasarkan nilai koefisien positif
terbesar dan error bar yang tidak memotong sumbu
X. Pada kelas 2 (gelatin ikan), terdapat empat kom-
ponen penciri yang memenuhi kriteria yang sama.
Komponen penciri terpilih disajikan pada Table 2.
Setelah pemilihan komponen menggunakan coeffi-
cient plot, senyawa divalidasi melalui VIP plot. VIP
plot menunjukkan nilai VIP, yang digunakan untuk
menilai kontribusi masing-masing variabel terhadap
model. Semakin tinggi nilai VIP suatu variabel,
semakin besar pengaruhnya dalam klasifikasi
(Kuswari et al,, 2020). Variabel yang dipilih dalam
penelitian ini adalah yang berkorelasi positif dengan
VIP>1, meskipun dalam beberapa kasus VIP>0,5
juga dapat diterima (Juliani et al., 2016). Pemilihan
senyawa ini berfungsi sebagai penanda (marker)
untuk setiap kelas PLS-DA.
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Figure 4. PLS-DA loading plot of fish and pork gelatin. Class 1 (dominant volatile compounds in pork gelatin:
2-nonen-1-ol, 3-tetradecyn-1-ol, cycloundecane, 1,1,2-trimethyl-, cyclohexan, dan 1-butenylidene);
Class 2 (dominant volatile compounds in fish gelatin: n-decyl methylphosphonofluoridate, decanoic
acid, silver (1+) salt, 1-methyl-1-silacyclobutane, S-hydroxythiobenzoate, undecanoic acid, dan
isopropy! ester)
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Table 2. Validated volatile component with the highest VIP value

Positive Component VIP Group

PLS-DA (Pork gelatin)

Decane 2.68 Hydrocarbon

Boronic acid, ethyl-, bis(2,2-dimethylpropyl) ester 2.51 Ester

m-Anisoyl amide, N-(2-phenylethyl)-N-decyl- 1.82 Amide

1-Pentadecene 1.50 Hydrocarbon

2-Tetradecanone 1.34 Ketone
PLS-DA (Fish gelatin)

Hexadecane 1.34 Hydrocarbon

1,2-Oxathiane, 6-dodecyl-, 2,2-dioxide 1.18 Sulphure

n-Tridecan-1-ol 1.09 Alcohol

9-Nonadecene 1.01 Hydrocarbon

Pada kelas 1 (gelatin babi), teridentifikasi lima
senyawa volatil dengan koefisien korelasi positif dan
nilai VIP tertinggi, yaitu decane, ethyl-, bis(2,2-
dimethylpropyl) ester, m-anisoyl amide, N-(2-phenyl-
ethyl)-N-decyl-, 1-pentadecene, dan 2-tetradeca-
none. Senyawa-senyawa ini belum pernah secara
spesifik dilaporkan pada gelatin babi, meski-pun
sebagian telah ditemukan pada bahan baku daging
babi. Misalnya, 7-pentadecene terdeteksi pada
daging babi hasil iradiasi (Kong et al., 2017), dan 2-
tetradecanone pada daging babi yang dimasak
(Ahamed et al., 2023). Sementara itu, ethyl-, bis(2,2-
dimethylpropyl) ester dan m-anisoyl amide, N-(2-
phenylethyl)-N-decyl- diduga berasal dari turunan
aldehida, alkohol, atau asam.

Pada kelas 2 (gelatin ikan), empat senyawa
volatil dominan dengan VIP tertinggi adalah hexa-
decane, 1,2-oxathiane, 6-dodecyl-, 2,2-dioxide, n-
tridecan-1-ol, dan 9-nonadecene. Beberapa senya-
wa ini telah dilaporkan sebelumnya, misalnya n-
tridecan-1-ol pada gelatin ikan (Sae-leaw dan
Benjakul, 2015), dan pada fillet ikan dengan odor
active value tinggi (Ma et al., 2020). Senyawa 17,2-
oxathiane, 6-dodecyl-, dan 2,2-dioxide merupakan
senyawa yang mengandung sulfur, yang dikenal
memiliki ambang bau rendah dan kontribusi besar
terhadap aroma daging, sedangkan 9-nonadecene
belum pernah dilaporkan pada gelatin ikan atau
bahan bakunya.

Senyawa volatil yang dipilih ini ditetapkan seba-
gai marker pada masing-masing kelas. Dalam kelas
1, decane merupakan pembeda paling kuat karena
memiliki nilai VIP tertinggi, sedangkan pada kelas 2,
hexadecane menjadi senyawa diskriminator terkuat.

Uji permutasi model

Uji permutasi digunakan untuk memvalidasi
model statistik berbasis pengacakan dengan cara
merotasi data secara acak pada matriks kovarian.
Validasi ini dilakukan untuk menghindari terjadinya
oveffitting, yaitu kondisi ketika model terlalu sesuai
dengan data latih sehingga kinerjanya menurun saat
diterapkan pada data baru. Melalui uji permutasi,
prediksi senyawa volatil pada sampel yang belum
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diketahui dapat dilakukan berdasarkan kelasnya
(Pavlidis et al., 2019).

Hasil uji permutasi model PLS-DA pada sampel
gelatin ditampilkan pada Figure 5. Validasi dilakukan
menggunakan 35 permutasi acak, yang pada dataset
berukuran kecil hingga sedang dianggap cukup untuk
menilai stabilitas model. Meskipun jumlah permutasi
yang lebih banyak dapat meningkatkan keyakinan
terhadap validitas model, penggunaan 35 permutasi
masih diterima karena nilai R?Y (lingkaran hijau) dan
Q?Y (kotak biru) pada titik uji (pojok kiri bawah) lebih
rendah dibandingkan nilai R?Y dan Q?Y asli (pojok
kanan atas), yang menegaskan stabilitas model dan
menunjukkan tidak terjadinya overfitting (Song et al.,
2021).

Validasi model juga dilakukan melalui CV-
ANOVA, yang menunjukkan reliabilitas model
dengan nilai p= 1,94129x10%, yang jauh lebih kecil
dari batas p<0,05 (Eriksson et al., 2006). Dengan
demikian, model PLS-DA dianggap handal dan dapat
digunakan untuk interpretasi dan prediksi klasifikasi
sampel berdasarkan senyawa volatilnya.

KESIMPULAN

Metode HS-SPME GC-MS dapat mengklasifi-
kasikan gelatin berdasarkan profil senyawa volatil
dari sampel gelatin babi dan ikan. Analisis dengan
model PLS-DA dapat mengidentifikasi lima senyawa
volatil pembeda utama untuk gelatin babi (decane,
ethyl-, bis(2,2-dimethylpropyl) ester, m-anisoyl
amide, N-(2-phenylethyl)-N-decyl-, 1-pentadecene,
dan 2-tetradecanone), dan empat senyawa volatil
pembeda utama untuk gelatin ikan (hexadecane, 1,2-
oxathiane, 6-dodecyl-, 2,2-dioxide, n-tridecan-1-ol,
dan 9-nonadecene). Senyawa penanda yang paling
berpengaruh untuk gelatin babi adalah decane,
sedangkan untuk gelatin ikan adalah hexadecane.
Analisis lebih lanjut dapat dilakukan dengan menggu-
nakan teknik kromatografi gas-olfaktometri (GC-O)
atau metode analisis volatil lain yang lebih sensitif
untuk memperkuat validitas senyawa penanda ter-
sebut.
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