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3. HASIL 

3.1. Efisiensi Absorpsi Peptida Kolagen ke Plasma Darah Manusia 

Efisiensi penyerapan peptida kolagen dalam tubuh manusia dapat dapat ditentukan 

dengan waktu serta konsentrasi puncak peptida kolagen yang terserap ke dalam plasma 

darah manusia setelah konsumsi peptida kolagen secara oral. Semakin cepat dan besar 

waktu serta konsentrasi puncak peptida kolagen dalam plasma darah maka semakin 

efisien penyerapan peptida kolagen tersebut. Salah satu karakteristik peptida kolagen 

yang mempengaruhi efisiensi penyerapan peptida kolagen dalam tubuh manusia adalah 

BM peptida kolagen. Hal ini disebabkan karena hanya peptida yang berukuran >600 Da 

yang dapat melewati sel membran usus sedangkan peptida dengan BM lebih besar harus 

melalui tahap pemecahan oleh enzim yang terdapat dalam pencernaan menjadi ukuran 

yang lebih kecil untuk membentuk  rangkaian asam amino atau asam amino tunggal 

(Miner-Williams et al., 2014; Newey & Smyth, 1959). Rangkaian asam amino tersebut 

kemudian akan diserap ke dalam plasma darah untuk didistribusikan ke seluruh tubuh 

manusia (Shen & Matsui, 2017). 

 Beberapa penelitian seperti Iwai et al. (2005),  Ohara et al. (2007), dan Taga et al. (2014) 

mengidentifikasi peptida kolagen dalam plasma darah dalam bentuk asam amino bebas 

hidroksiprolin (free form Hyp) dan hidroksiprolin dalam bentuk peptida (peptide form 

Hyp) setelah adanya konsumsi hidrolisat kolagen atau peptida kolagen secara oral. Waktu 

(tmax) serta konsentrasi puncak (Cmax) free form Hyp dan peptide form Hyp dalam plasma 

darah (Tabel 3) akan diulas bersamaan dengan BM peptida kolagen yang telah 

dipublikasikan di berbagai penelitian sebelumnya. Waktu puncak dihitung dari konsumsi 

peptida kolagen hingga asam amino berada pada plasma darah manusia pada konsentrasi 

tertinggi. Dalam Tabel 3, dapat dilihat bahwa konsumsi peptida kolagen dari sumber yang 

berbeda dan BM yang berbeda dapat menghasilkan perbedaan waktu dan konsentrasi 

puncak free form Hyp dan peptide form Hyp.  

a. Free form Hyp  

Dalam Tabel 3, dapat dilihat bahwa konsumsi peptida kolagen dari kulit porcine dengan 

BM lebih rendah menghasilkan asam amino bebas hidroksiprolin dengan konsentrasi 

yang paling rendah dalam waktu 1 jam dengan dosis rendah dalam penelitian Shigemura 

et al. (2017). Sedangkan, dalam penelitian Iwai et al. (2005) dan Ohara et al. (2007), 
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konsumsi peptida kolagen dengan BM yang lebih tinggi (5 kDa) menghasilkan 

konsentrasi asam amino bebas Hyp yang secara signifikan lebih besar dengan konsumsi 

dosis yang lebih besar. Dari kedua penelitian tersebut, konsumsi peptida kolagen dari 

kulit porcine tipe I menghasilkan asam amino Hyp dengan konsentrasi puncak terbesar 

dalam kurun waktu yang paling pendek (±30 menit).  

Konsumsi peptida kolagen dengan sampel kulit ikan dan sisik ikan dengan BM campuran 

(1-5 dan 3-5 kDa) menghasilkan pembentukan asam amino bebas Hyp dengan 

konsentrasi lebih tinggi dalam waktu yang lebih cepat (1 jam) dibandingkan konsumsi 

peptida kolagen dengan BM tunggal (5 kDa). Konsumsi peptida kolagen dari kulit ikan 

dari penelitian Ohara et al. (2007) dan Shigemura et al. (2014) serta sisik ikan dari 

penelitian Ohara et al. (2007) dan Taga et al. (2014) menggunakan dosis yang 

menyerupai.  

b. Peptide form Hyp   

Dalam Tabel 3, dapat dilihat bahwa konsumsi peptida kolagen dari kulit porcine dengan 

BM lebih rendah menghasilkan peptide form Hyp (peptida yang mengandung asam amino 

Hyp) dengan konsentrasi yang secara signifikan paling rendah dalam waktu 1 jam dengan 

dosis rendah dalam penelitian Shigemura et al. (2017). Penelitian Iwai et al. (2005) dan 

Ohara et al. (2007) menunjukkan bahwa konsumsi peptida kolagen dari sumber yang 

sama menghasilkan peptide form Hyp dengan konsentrasi puncak yang lebih tinggi dalam 

waktu 30 menit dan 2 jam secara berturut-turut. Temuan Ohara et al (2007), Shigemura 

et al. (2014), dan Taga et al. (2020) menggunakan dosis yang menyerupai. Ketiga 

penelitian tersebut menunjukkan bahwa konsumsi peptida kolagen dengan BM campuran 

(1-5 dan 3-5 kDa) menghasilkan peptide form Hyp dengan konsentrasi puncak yang 

secara signifikan lebih rendah dibandingkan konsumsi peptida kolagen dengan BM 

tunggal (5 kDa) namun dalam waktu yang lebih cepat (1 jam).   
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Tabel 3. Waktu dan Konsentrasi Puncak Asam Amino dalam Plasma Darah Manusia 

 

Keterangan: 

*  = Diperkirakan berdasarkan pendekatan pada grafik yang dilaporkan 

BM = berat molekul  

BB = berat badan 

Cmax = konsentrasi puncak asam amino dalam plasma darah  

tmax         = waktu saat asam amino mencapai puncak dalam plasma darah 

Sumber Peptida 

Kolagen 

BM Peptida 

Kolagen 

(kDa) 

Dosis 

(mg) 

Cmax 

(nmol/ml) 

tmax 

(jam) 
Referensi 

Free form Hyp 

Kulit porcine  3 4.500 ±17,5* 1 (Shigemura et 

al., 2017) 

Kulit porcine 

(tipe I) 

5 9.400 ±130* ±0,5* (Iwai et al., 

2005)  

Kulit porcine  5 385/kg 

BB 

±110* ±2* (Ohara et al., 

2007) 

Kulit ikan  5 385/kg 

BB 

±60* ±2* (Ohara et al., 

2007) 

Kulit ikan  1 – 5  384,6/kg 

BB 

102,72 1 (Shigemura et 

al., 2014) 

Sisik ikan  5 385/kg 

BB 

±120* ±2* (Ohara et al., 

2007) 

Sisik ikan  3-5 25.000 ±130* 1 (Taga et al., 

2014) 

Peptide form Hyp 

Kulit porcine  3 4.500 ±8* 1 (Shigemura et 

al., 2017) 

Kulit porcine 

(tipe I) 

5 9.400 ±40* ±0,5* (Iwai et al., 

2005)  

Kulit porcine  5 385/kg 

BB 

±80* ±2* (Ohara et al., 

2007) 

Kulit ikan  5 385/kg 

BB 

±60* ±2* (Ohara et al., 

2007) 

Kulit ikan  1 – 5  384,6/kg 

BB 

29,07 1 (Shigemura et 

al., 2014) 

Sisik ikan  5 385/kg 

BB 

±140* ±2* (Ohara et al., 

2007) 

Sisik ikan  3-5 25.000 ±20* 1 (Taga et al., 

2014) 
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3.2. Derajat Hidrolisis dan Berat Molekul Peptida Kolagen Dari Beberapa 

Metode Hidrolisis Enzimatis 

Pembuatan peptida kolagen dengan BM yang rendah untuk meningkatkan efisiensi 

penyerapannya dalam tubuh manusia dilakukan dengan proses hidrolisis kolagen. 

Hidrolisis kolagen dapat dilakukan dengan menggunakan metode hidrolisis enzimatis, 

asam/basa, dan subcritical water (Abuine et al., 2019; Hong et al., 2019). Hidrolisis 

asam/basa merupakan salah satu metode yang efektif untuk mencerna dan menghidrolisis 

berbagai jenis protein. Akan tetapi, metode ini memerlukan kondisi reaksi yang ekstrim 

serta memerlukan adanya purifikasi untuk memisahkan peptida kolagen yang dihasilkan 

dan larutan asam/basa yang digunakan. Hasil pemisahan tersebut menghasilkan larutan 

asam/basa yang dapat menyebabkan polusi lingkungan (Haq et al., 2020). Selain itu, 

larutam asam/basa yang digunakan cenderung bersifat korosif bagi peralatan yang 

digunakan dan menghasilkan kadar garam yang tinggi pada produk hasil hidrolisis setelah 

dilakukan proses purifikasi (Hong et al., 2019). Hidrolisis menggunakan metode 

subcritical water memerlukan peralatan yang canggih dan biaya produksi yang paling 

tinggi dibandingkan dengan hidrolisis enzimatis dan hidrolisis asam/basa akibat 

penggunaan energi yang sangat banyak untuk menghasilkan suhu dan tekanan yang 

tinggi. Selain itu, kemungkinan dapat terjadi beberapa modifikasi dari asam amino dari 

kolagen setelah adanya penggunaan metode tersebut (Hong et al., 2019). Sebaliknya, 

metode hidrolisis enzimatis merupakan metode hidrolisis dengan bantuan enzim protease 

yang tidak memerlukan suhu yang tinggi untuk memecah atau memutus ikatan peptida 

sehingga tidak terjadi adanya degradasi asam amino. Hal tersebut menjadikan metode 

hidrolisis enzimatis sebagai metode yang lebih sederhana dan mampu menjaga produk 

hasil hidrolisis dari kerusakan (Abuine et al., 2019; Hong et al., 2019). Dengan demikian, 

studi literatur ini akan mengulas hasil hidrolisis kolagen dari metode hidrolisis enzimatis.  

Metode hidrolisis enzimatis kolagen dapat dilakukan dengan tahapan pendahuluan (pre-

treatment) dan tahapan hidrolisis. Tahapan pendahuluan berupa homogenisasi kolagen 

dalam distilled water (Hema et al., 2017). Selain itu, tahapan pendahuluan juga mencakup 

pengaturan pH serta suhu untuk menunjang kinerja dari enzim dengan cara menambahkan 

larutan basa maupun larutan asam (Abuine et al., 2019). Umumnya dilakukan pula 

penambahan larutan buffer untuk menjaga pH selama proses hidrolisis agar tetap berada 

pada kondisi pH optimal atau dengan penggunaan pHstat selama proses hidrolisis 
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berlangsung (Neves et al., 2017). Setelah itu, dilakukan tahapan hidrolisis dengan 

penambahan enzim kolagenase (enzim yang memecah ikatan peptida kolagen). Derajat 

hidrolisis dan berat molekul dari peptida kolagen hasil hidrolisis kolagen akan diulas 

berdasarkan metode hidrolisis enzimatis yang telah dipublikasikan di berbagai penelitian 

sebelumnya untuk mengetahui metode hidrolisis enzimatis yang paling efektif dan baik 

menghasilkan peptida kolagen dengan karakteristik yang sesuai agar penyerapannya 

dalam tubuh menjadi efisien.  

Proses hidrolisis enzimatis membutuhkan bantuan enzim kolagenase (enzim pemecah 

ikatan kolagen) yang dapat memecah ikatan peptida dalam molekul kolagen. Enzim dapat 

digunakan secara tunggal (single enzyme) dan dapat pula digunakan dengan cara 

mengkombinasikan 2 enzim (dual enzyme) untuk mendapatkan hasil yang optimal baik 

secara langsung maupun secara bertahap (sequential hydrolysis). Studi ini mengulas 

metode hidrolisis yang paling efektif dan baik dari sampel yang berupa kolagen atau 

gelatin yang telah diekstraksi dari jaringan hewan maupun dalam bagian tubuh hewan. 

Sampel tersebut berasal dari babi dan beberapa spesies ikan seperti Oreochromis 

niloticus, Ctenopharyngodon idella, Onchorhynchus nerka, Chanos chanos dan Salmo 

salar. Masing-masing metode dapat menghasilkan derajat hidrolisis (DH) serta berat 

molekul (BM) peptida kolagen yang berbeda-beda sesuai dengan kondisi hidrolisis. Akan 

tetapi, tidak semua penelitian mengukur derajat hidrolisis dan tidak semua penelitian 

mengukur berat molekul peptida kolagen dari suatu metode hidrolisis sehingga 

perbandingan derajat hidrolisis dan berat molekul peptida kolagen menjadi tidak lengkap.  

3.2.1. Derajat Hidrolisis 

Derajat hidrolisis (DH) dapat diukur menggunakan metode TNBS, OPA, SN-TCA, dan 

pH-stat. Metode TNBS dan OPA mengukur jumlah asam amino yang terbentuk dari suatu 

proses hidrolisis. Metode pH-stat mengukur jumlah proton yang terbentuk dari hasil 

pemutusan ikatan peptida dengan menghitung banyaknya konsumsi larutan basa. Akan 

tetapi, metode SN-TCA mengukur banyaknya gugus nitrogen yang terlarut dalam larutan 

TCA yang kurang relevan dalam pengukuran derajat hidrolisis (Rutherfurd, 2010). Oleh 

karena itu, pada studi literatur ini akan dikaji angka DH dari metode TNBS, OPA, dan 

pH-stat. Metode pengukuran DH yang berbeda akan mempengaruhi tinggi rendahnya DH 

yang dihasilkan dengan adanya perbedaan prinsip pengukuran (Rutherfurd, 2010). Oleh 
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karena itu, hasil DH dari berbagai metode pengukuran DH dan metode hidrolisis 

enzimatis yakni single enzyme, dual enzyme, dan sequential hydrolysis disajikan dalam 

tabel terpisah yakni pada Tabel 4 – Tabel 6.  

3.2.1.1. DH dengan Metode TNBS  

DH dari proses hidrolisis kolagen secara enzimatis single enzyme, dual enzyme, dan 

sequential hydrolysis yang diukur dengan metode TNBS dapat dilihat pada Tabel 4.  

Dalam tabel tersebut, jenis sampel yang digunakan untuk hidrolisis berupa kolagen kulit 

babi, gelatin kulit Oreochromis niloticus, dan gelatin kulit Salmo salar.  

Pada Tabel 4, hidrolisis dari sampel berupa kolagen kulit porcine yang dihidrolisis oleh 

pepsin secara single enzyme hanya menghasilkan angka DH sebesar 8,69 ± 1,96% dari 

penelitian Ao & Li (2012). Namun dengan penggunaan metode sequential hydrolysis 

yang melibatkan 2 jenis enzim, angka DH yang dihasilkan lebih besar hingga mencapai 

48,9 ± 2% pada penelitian yang sama. Pada penelitian Li et al. (2007), hidrolisis kolagen 

kulit porcine dapat mencapai angka DH sebesar ±88% dengan metode sequential 

hydrolysis yang melibatkan triple enzyme atau penggunaan 3 jenis enzim pada tahap 

kedua hidrolisis. Dalam Tabel 3, hidrolisis gelatin kulit Salmo salar dengan metode yang 

sama serta enzim yang sama menghasilkan angka DH sebesar 10,56 ± 0,34% dan 19,82% 

secara berturut-turut dari penelitian Harnedy et al. (2018) dan Yang et al. (2020). Pada 

penelitian Harnedy et al. (2018), hidrolisis gelatin kulit Salmo salar dengan metode dual 

enzyme dapat menghasilkan angka DH mencapai 16,52 ± 0,34%, sedangkan dengan 

metode sequential hydrolysis dengan memanfaatkan 2 jenis enzim pada tahap kedua pada 

penelitian Yang et al. (2020), dihasilkan angka DH yang paling besar dibandingkan 

metode lain yakni 24,95%.  

3.2.1.2. DH dengan Metode OPA 

DH dari proses hidrolisis kolagen secara enzimatis single enzyme dan dual enzyme yang 

diukur dengan metode OPA dapat dilihat pada Tabel 5.  Dalam tabel tersebut, jenis 

sampel yang digunakan untuk hidrolisis berupa kolagen sisik ikan Oreochromis niloticus 

dan Chanos chanos.  
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Dalam Tabel 5, dapat dilihat bahwa penggunaan metode single enzyme dengan sampel 

berupa kolagen sisik ikan Oreochromis niloticus dan Chanos chanos menghasilkan angka 

DH sebesar 7,8% dan ±11% secara berturut-turut dari penelitian Zhang et al. (2019) dan 

Huang et al. (2018). Dengan penggunaan metode dual enzyme dari penelitian Huang et 

al. (2018), hidrolisis kolagen sisik ikan dapat mencapai angka DH sebesar ±20% yang 

secara signifikan lebih besar dibandingkan dalam metode single enzyme.  

3.2.1.3. DH dengan Metode pH-stat 

DH dari proses hidrolisis kolagen secara enzimatis single enzyme dan sequential 

hydrolysis yang diukur dengan metode pH-stat dapat dilihat pada Tabel 6.  Dalam tabel 

tersebut, jenis sampel yang digunakan untuk hidrolisis berupa kulit ikan 

Ctenopharynhodon idella.  

Hidrolisis kulit ikan Ctenopharynhodon idella melalui metode single enzyme 

menghasilkan angka DH sebesar 11,9 - ±13,2% dari penelitian Wasswa et al. (2008) dan 

Yi et al. (2017).  Berdasarkan penelitian Yi et al. (2017), penggunaan metode sequential 

hydrolysis yang melibatkan 2 jenis enzim dapat meningkatkan angka DH yang dihasilkan 

dibandingkan dengan dalam metode single enzyme dari kedua penelitian tersebut yakni 

sebesar 13,8%.  
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Tabel 4. Derajat Hidrolisis Dalam Proses Hidrolisis Enzimatis dengan Metode TNBS 

Jenis 

Sampel  

Sumber 

Sampel  
Jenis Enzim Pre-treatment 

Rasio E/S 

(w/w) 

Parameter Derajat 

Hidrolisis 

(%) 

Referensi Suhu 

(oC) 
pH 

Waktu 

(jam) 

Single Enzyme         

Kolagen  Kulit 

porcine 

Pepsin • Homogenisasi dengan deionized 

water (5%) 

• Pemanasan 90oC selama 5 menit 

• Penambahan 10 mM HCl 

 

0,04% 37 2 28 8,69 ± 

1,96 

(Ao & Li, 

2012) 

Gelatin  

 

Kulit Salmo 

salar 

 

Alcalase Homogenisasi dalam air (7%, w/v) 0,74% 50 7 4 10,56 ± 

0,34 

(Harnedy 

et al., 

2018) 

Gelatin  Kulit Salmo 

salar 

  

Alcalase - 2% 60 8 4 19,82 (Yang et 

al., 2020) 

Dual Enzyme 

 

Gelatin  

 

Kulit Salmo 

salar 

 

Alcalase + 

Flavourzyme 

Homogenisasi dalam air (7%, w/v) 0,74% 50 7 4 16,52 ± 

0,34 

(Harnedy 

et al., 

2018) 
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Sequential Hydrolysis 

 

Gelatin  Kulit Salmo 

salar 

Alcalase  - 2% 60 8 4 24,95* (Yang et 

al., 2020) 

  Pepsin + 

pankreatin 

 

- 2% 60 2 2   

Kolagen  Kulit 

porcine 

Pepsin • Homogenisasi dengan deionized 

water (5%, w/w) 

• Pemanasan 90oC selama 5 menit 

Penambahan 10 mM HCl 

0,04% 37 2 24 20,4 ± 2,6 (Ao & Li, 

2012) 

  Papain  

 

- 2% 25 6,2 24   

Kolagen  Kulit 

porcine 

Pepsin  • Homogenisasi dengan deionized 

water (5%, w/w) 

• Pemanasan 90oC selama 5 menit 

• Penambahan 10 mM HCl 

0,04% 37 2 24 21,6 ± 1,5 (Ao & Li, 

2012) 

   PP 

 

- 0,8% 37 7,5 24   

Kolagen  Kulit 

porcine 

Pepsin • Homogenisasi dengan deionized 

water (5%, w/w) 

• Pemanasan 90oC selama 5 menit 

• Penambahan 10 mM HCl 

0,04% 37 2 24 48,9 ± 2 (Ao & Li, 

2012) 

  PS 

 

- 0,8% 37 7,5 24   
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Keterangan: 

E/S = enzim-substrat 

*  = diperkirakan berdasarkan pendekatan pada grafik yang dilaporkan 

PP = protease dari pankreas bovine  

PS = protease dari Streptomyces  

PB = protease dari Bacillus polymyxa  

 

 

Kolagen  Kulit 

porcine   

Pepsin  • Homogenisasi dengan deionized 

water (5%, w/w) 

• Pemanasan 90oC selama 5 menit 

• Penambahan 10 mM HCl 

0,04% 37 2 24 20,43 ± 

3,12 

(Li et al., 

2007) 

  Papain 

 

- 2% 25 6,2 24   

Kolagen  Kulit 

porcine   

Pepsin  • Homogenisasi dengan deionized 

water (5%, w/w) 

• Pemanasan 90oC selama 5 menit 

• Penambahan 10 mM HCl 

0,04% 37 2 24 21,55 ± 

1,67 

(Li et al., 

2007) 

  PP  

 

- 0,8% 37 7,5 24   

Kolagen  Kulit 

porcine   

Pepsin  • Homogenisasi dengan deionized 

water (5%, w/w) 

• Pemanasan 90oC selama 5 menit 

• Penambahan 10 mM HCl 

0,04% 37 2 24 ±88* (Li et al., 

2007) 

  PP + PS + 

PB 

- 0,8% 37 7,5 72   
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Tabel 5. Derajat Hidrolisis Dalam Proses Hidrolisis Enzimatis dengan Metode OPA 

 

Keterangan: 

E/S = rasio enzim-substrat 

*  = diperkirakan berdasarkan pendekatan pada grafik yang dilaporkan 

 

 

 

 

Jenis 

Sampel  

Sumber 

Sampel  
Jenis Enzim Pre-treatment 

Rasio E/S 

(w/w) 

Parameter 
Derajat 

Hidrolisis 

(%) 

Referensi Suhu 

(oC) 
pH 

Wakt

u 

(jam) 

Single Enzyme         

Kolagen  Sisik 

Oreochromis 

niloticus 

Alcalase  Homogenisasi dalam distilled water  1% 55 8 3 7,8 (Zhang et 

al., 2019) 

Gelatin  Sisik Chanos 

chanos 

Flavourzyme Penambahan 0,1 M larutan buffer 

fosfat 

6% 50 7,5 6 ±11* (Huang et 

al., 2018) 

Dual enzyme 

Gelatin  Sisik Chanos 

chanos 

Alcalase + 

Flavourzyme 

Penambahan 0,1 M larutan buffer 

fosfat 

12% 50 7,5 6 ±20* (Huang et 

al., 2018) 
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Tabel 6. Derajat Hidrolisis Dalam Proses Hidrolisis Enzimatis dengan Metode pH-stat 

Keterangan: 

E/S = enzim-substrat 

*  = diperkirakan berdasarkan pendekatan pada grafik yang dilaporkan 

Jenis 

Sampel  

Sumber 

Sampel  
Jenis Enzim Pre-treatment 

Rasio 

E/S 

(w/w) 

Parameter Derajat 

Hidrolisis 

(%) 

Referensi Suhu 

(oC) 
pH 

Waktu 

(jam) 

Single Enzyme         

Kulit ikan Ctenopharyn

godon idella  

 

Alcalase • Homogenisasi dengan 200 ml 

distilled water   

• Pemanasan 60oC 

 

1,7% 60 8,25 1,4 ±13,2* (Wasswa 

et al., 

2008) 

Kulit ikan Ctenopharyn

godon idella  

Alcalase  Homogenisasi dalam air (1%, w/v)  1% 60 8 1,6 11,9 (Yi et al., 

2017) 

Kulit ikan Ctenopharyn

godon idella  

Kolagenase Homogenisasi dalam air (1%, w/v)  1% 37 7,5 19,2 12,0 (Yi et al., 

2017) 

Sequential Hydrolysis 

Kulit ikan Ctenopharyn

godon idella  

Kolagenase Homogenisasi dalam air (1%, w/v)  1% 37 7,5 19,2 13,8 (Yi et al., 

2017) 

  Tripsin  - 1% 37 8 2,7   
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3.2.2. Berat Molekul Peptida Kolagen 

Dalam studi literatur ini, digunakan metode HPLC untuk mengukur berat molekul (BM) 

peptida kolagen hasil hidrolisis. HPLC menggunakan prinsip size exclusion 

chromatography yang memisahkan komponen berdasarkan berat molekulnya. Metode ini 

memungkinkan adanya pengukuran persentase peptida kolagen dengan BM tertentu. 

Metode MALDI-TOF dapat digunakan untuk mengukur BM peptida kolagen dengan cara 

mengionisasi peptida kolagen. Namun metode ini membutuhkan teknologi canggih dan 

mahal. Sedangkan, penggunaan metode LC-MS/MS dapat pula digunakan untuk 

mengukur peptida kolagen dengan mengidentifikasi rangkaian peptida dan 

membandingkannya dengan database protein. Akan tetapi, metode tersebut menjadi 

kurang efektif karena peptida kolagen tidak dapat dianalisis apabila terikat dengan gugus 

glikan (Hong et al., 2019). Metode SDS-PAGE merupakan metode yang paling sering 

digunakan dalam mengukur berat molekul peptida kolagen (Azizah et al., 2019; 

Nurilmala et al., 2020; Schmidt et al., 2020). Namun banyak penelitian yang hanya 

menampilkan hasil BM berupa range dan tidak menampilkan persentase peptida kolagen 

dengan BM tertentu sehingga sulit untuk membandingkan hasil hidrolisis dengan metode 

tersebut. Oleh karena itu, pengukuran BM dengan HPLC akan digunakan dalam studi 

literatur ini. Berat molekul (BM) peptida kolagen dari berbagai metode hidrolisis 

enzimatis yakni hidrolisis enzimatis single enzyme, dual enzyme, dan sequential 

enzymatic hydrolysis dapat dilihat pada Tabel 6. Pada Tabel 6, digunakan sampel berupa 

gelatin kulit Salmo salar dan kulit ikan Oreochromis niloticus.  

Hidrolisis gelatin kulit ikan Salmo salar dengan metode single enzyme dengan enzim 

Alcalase menghasilkan BM rendah dengan persentase peptida kolagen dengan BM <1 

kDa mencapai ±90% dan 60,7% dari penelitian Yang et al. (2020) dan Harnedy et al. 

(2018) secara berturut-turut. Metode dual enzyme yang diterapkan dalam penelitian 

Harnedy et al. (2018) dengan sampel yang sama menghasilkan persentase peptida 

kolagen dengan BM rendah yang semakin meningkat (<0,1 kDa = 67,06%) dari metode 

single enzyme namun masih tergolong lebih rendah dibandingkan dengan metode single 

enzyme pada penelitian Yang et al. (2020). Sedangkan, metode sequential hydrolysis yang 

dilakukan oleh Yang et al. (2020) menghasilkan persentase peptida kolagen dengan BM 

<1 kDa yang paling besar dibandingkan kedua metode lain yakni mencapai 95% dan 
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persentase peptida kolagen BM besar yang lebih rendah. Selain itu, hidrolisis kulit ikan 

Oreochromis niloticus dengan metode single enzyme menghasilkan peptida kolagen 

dengan BM <1 kDa sebesar 77,78% dari penelitian Wasswa et al. (2008). Sedangkan, 

hidrolisis sampel yang sama dengan metode double enzyme menghasilkan peptida 

kolagen dengan BM <1 kDa yang lebih sedikit yakni 73,92%.  
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Tabel 7. Berat Molekul Peptida Kolagen Hasil Hidrolisis Enzimatis 

Jenis 

Sampel  

Sumber 

Sampel  
Jenis Enzim Pre-treatment 

Rasio 

E/S 

(w/w) 

Parameter Berat 

Molekul 

(kDa) 

Persentasi BM (%) Referensi Suhu 

(oC) 
pH 

Waktu 

(jam) 

Single Enzyme 

Gelatin Kulit Salmo 

salar  

Alcalase  - 2% 60 8 4 <0,5 - 3 <1 kDa  = ±90* 

1-3 kDa    = ±7* 

 

(Yang et 

al., 

2020) 

Gelatin Kulit Salmo 

salar  

Alcalase  Homogenisasi 

dalam air (7%, w/v) 

0,74% 50 7 4 <1 - 10 <1 kDa    = 60,7 

1-3 kDa  = 38,17  

5-10 kDa = 1,13 

 

(Harnedy 

et al., 

2018) 

Kulit 

ikan  

Oreochromis 

niloticus  

Alcalase  • Homogenisasi 

dengan 200 ml 

distilled water   

• Pemanasan 

60oC 

1,7% 60 8,25 1,4 <0,5 - >2,5 <1 kDa      = 77,78 

≤ 2,5 kDa  = 99,44 

>2,5 kDa   = 2,56 

 

(Wasswa 

et al., 

2008) 

Dual Enzyme          

Gelatin Kulit Salmo 

salar  

Alcalase + 

Flavourzyme 

Homogenisasi 

dalam air (7%, w/v) 

0,74% 50 7 4 <1 - 10 <1 kDa    = 67,06 

1-3 kDa  = 32,34  

5-10 kDa = 0,6 

 

(Harnedy 

et al., 

2018) 
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Keterangan: 

Pengukuran BM dengan metode HPLC 

E/S = enzim-substrat 

*  = diperkirakan berdasarkan pendekatan pada grafik yang dilaporkan 

Kulit 

ikan  

Oreochromis 

niloticus  

Papain + 

protease 

Homogenisasi 

dalam air (40%, 

w/v) 

- 50 7 5 <5 <1 kDa = 73,92 

<3 kDa = 95,84 

<5 kDa = 99,14 

(Hu et 

al., 

2017) 

Sequential Hydrolysis 

Gelatin Kulit Salmo 

salar  

Alcalase   - 2% 60 8 4 <0,5 - 3 <1 kDa  = ±95* 

1-3 kDa    = ±5* 

 

(Yang et 

al., 

2020) 

  Pepsin + 

pankreatin  

- 2% 60  2 2   


