4. PEMBAHASAN

Pembuatan peptida kolagen dengan BM rendah dan yang dapat secara efisien diserap oleh
tubuh dapat dilakukan dengan proses hidrolisis. Salah satu metode hidrolisis yang dapat
dilakukan adalah metode hidrolisis enzimatis dengan bantuan enzim pemecah ikatan
peptida dalam kolagen (Abuine et al., 2019). Namun, sebelum mengetahui metode
hidrolisis yang paling efektif dan baik untuk menghasilkan peptida kolagen BM rendah
dan yang dapat secara efisien diserap oleh tubuh, kajian mengenai karakteristik peptida
kolagen yang diperlukan agar dapat diserap secara efisien dalam tubuh melalui konsumsi
oral perlu dilakukan. Kemudian, metode hidrolisis enzimatis kolagen paling efektif dan
terbaik untuk menghasilkan peptida kolagen dengan karakteristik tersebut dapat

ditentukan.

4.1. Efisiensi Absorpsi Peptida Kolagen dalam Tubuh Manusia

Peptida kolagen yang merupakan hasil dari hidrolisis kolagen triple-helix memiliki berat
molekul yang lebih rendah sehingga lebih mudah dan lebih cepat dicerna serta diserap
oleh tubuh. Peptida kolagen dapat diserap oleh tubuh melalui kulit serta pencernaan
manusia (oral consumption). Penyerapan peptida kolagen dalam kulit dapat melalui 3
jalur. Jalur pertama adalah melalui kelenjar keringat, kedua adalah folikel rambut dan
kelenjar minyak, dan yang ketiga adalah penetrasi secara langsung melalui stratum
corneum atau epidermis kulit (Benson, 2005). Penyerapan peptida kolagen secara oral
berlangsung di saluran pencernaan manusia. Peptida kolagen dengan berat molekul yang
rendah dapat dicerna lebih lanjut menjadi bentuk asam amino yaitu glisin, prolin, dan
hidroksiprolin oleh mukosa usus. Asam amino yang terbentuk kemudian diserap melalui
membran usus dan didistribusikan melalui plasma darah (Newey & Smyth, 1959; Skov
et al., 2019). Asam amino dari kolagen kemudian akan disalurkan ke berbagai jaringan
misalnya ligamen dan tulang dan terbukti dapat meningkatkan sintesis kolagen pada
jaringan tersebut (Paxton et al., 2010; Shaw et al., 2017). Efisiensi penyerapan peptida
kolagen dalam tubuh manusia dapat ditentukan melalui waktu dan konsentrasi puncak
peptida kolagen yang terbentuk atau terserap dalam plasma darah manusia setelah
konsumsi peptida kolagen dilakukan. Konsentrasi puncak yang semakin tinggi dalam
waktu yang singkat menunjukkan bahwa penyerapan peptida kolagen secara oral semakin

efisien.
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Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa konsumsi peptida kolagen secara oral
dapat menghasilkan pembentukan sementara peptida kolagen dalam plasma darah baik
berupa asam amino bebas maupun peptida. Hasil studi menunjukkan bahwa konsumsi
peptida kolagen secara oral dapat diserap dalam bentuk asam amino bebas Hyp dan
peptida yang mengandung asam amino Hyp dalam plasma darah manusia namun dengan
konsentrasi dan waktu puncak yang berbeda-beda. Dari hasil studi yang telah dilakukan,
sumber peptida kolagen yang berbeda menunjukkan waktu dan konsentrasi puncak free
form Hyp dan peptide form Hyp yang berbeda pula. Hasil temuan studi tersebut sesuai
dengan hasil temuan Ohara et al. (2007) yang menggunakan 3 sumber peptida kolagen
untuk diujikan ke subjek penelitian dan ditemukan adanya konsentrasi asam amino bebas
Hyp dan Hyp dalam bentuk peptida yang bervariasi dengan perbedaan sumber peptida
kolagen (Gambar 7). Menurut Ohara et al. (2007), sumber peptida kolagen yang berbeda
menyebabkan perbedaan struktur peptida kolagen yang berbeda pula sehingga tingkat
penyerapan menjadi berbeda satu dengan yang lain. Hal inilah yang menyebabkan adanya
perbedaan konsentrasi atau jumlah peptida yang di serap ke dalam plasma darah. Dalam
temuan Ohara et al. (2007), konsumsi peptida sisik ikan menghasilkan konsentrasi

puncak asam amino bebas Hyp dan peptide form Hyp yang paling tinggi.
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Gambar 7. Rerata konsentrasi free form Hyp (A) dan peptide form Hyp (B) dalam plasma
darah setelah konsumsi peptida kolagen dari 3 sumber berbeda sisik ikan (W),
kulit ikan (O), dan kulit porcine (A) (Ohara et al., 2007)

Perbedaan BM menyebabkan adanya perbedaan dalam konsentrasi puncak dari free form
Hyp yang terserap ke dalam plasma darah. Penggunaan peptida kolagen sisik ikan dan
kulit ikan dengan BM campuran (1-5 dan 3-5 kDa) menghasilkan penyerapan free form
Hyp dan peptide form Hyp lebih tinggi ke dalam plasma darah dalam waktu yang lebih
cepat dibandingkan dengan BM tunggal (5 kDa). Peptida kolagen dengan BM campuran
terdiri dari peptida kolagen dengan BM yang lebih kecil dibandingkan 5 kDa. Peptida
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kolagen dengan ukuran yang lebih kecil tersebut akan lebih mudah dan cepat diserap ke
dalam plasma darah setelah dipecah menjadi asam amino Hyp dalam pencernaan. Peptida
kolagen dengan BM yang lebih rendah memiliki rangkaian peptida yang lebih rendah
sehingga dapat langsung dipecah menjadi free form Hyp. Selain itu, semakin pendek
sebuah peptida kolagen maka pemecahan menjadi free form Hyp dan penyerapannya ke
dalam plasma darah menjadi semakin cepat (Shigemura et al., 2014). Oleh karena itu,
konsentrasi puncak free form Hyp pada konsumsi peptida kolagen BM campuran lebih
tinggi dalam waktu lebih cepat. Temuan studi ini sesuai dengan hasil penelitian lwasaki
et al. (2021). Penelitian Iwasaki et al. (2021) tersebut membandingkan kecepatan
penyerapan peptida kolagen dari gelatin (+100 kDa), hidrolisat gelatin (3-10 kDa), dan
hidrolisat gelatin dengan BM rendah (1-3 kDa) (Lampiran 1). Hasil yang didapatkan
adalah hidrolisat gelatin dengan BM 1-3 kDa lebih cepat dan menghasilkan konsentrasi
tertinggi dari asam amino bebas Hyp dalam plasma darah. Temuan tersebut menunjukkan
hal yang sama bahwa semakin besar BM peptida kolagen yang dikonsumsi maka semakin
panjang peptida kolagen yang dihasilkan maka semakin sulit diserap ke dalam darah
(lwasaki et al., 2021; Shigemura et al., 2014).

Akan tetapi, konsumsi peptida kolagen kulit porcine dengan BM lebih rendah
menghasilkan konsentrasi puncak yang lebih rendah dibandingkan dengan peptida
kolagen dengan BM lebih besar walaupun dalam waktu yang lebih singkat pada penelitian
Ohara et al. (2007). Adanya perbedaan temuan dari hasil studi dapat disebabkan karena
penggunaan dosis yang berbeda dari ketiga penelitian. Shigemura et al. (2017) hanya
memberikan dosis sebesar 4,5 gram sedangkan penelitian Iwai et al. (2005) menggunakan
dosis 9,4 gram. Dosis yang diberikan dalam penelitian Ohara et al. (2007) adalah sebesar
385 mg/kg BB dengan subjek penelitian yang memiliki berat badan berkisar antara 69,8
+ 7,4 kg. Dengan demikian, dosis peptida kolagen dengan BM 5 kDa lebih besar. Dosis
yang besar menghasilkan lebih banyak peptida kolagen yang dapat diserap oleh tubuh
sehingga konsentrasi asam amino dan peptida yang terserap ke dalam plasma darah
menjadi lebih besar. Teori tersebut didukung dengan penelitian Shigemura et al. (2014)
(Gambar 8) yang menggunakan 3 tingkat dosis peptida kolagen yang berbeda. Dalam
penelitian tersebut, ditemukan bahwa konsumsi peptida kolagen dengan dosis yang
semakin besar secara berturut-turut akan meningkatkan konsentrasi free form Hyp dan

peptide form Hyp yang terbentuk dalam plasma darah.
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Gambar 8. Rerata konsentrasi asam amino bebas Hyp dalam plasma darah (nmol/mL)
setelah konsumsi peptida kolagen dengan 3 dosis berbeda (Shigemura et al.,
2014)

Walaupun demikian, dapat dilihat pula dalam hasil studi bahwa dengan BM yang sama,
konsentrasi peptida kolagen tipe I dalam penelitian Iwai et al. (2005) dengan dosis yang
secara signifikan lebih rendah menghasilkan penyerapan free form Hyp ke plasma darah
yang lebih cepat dengan konsentrasi lebih besar dibandingkan pada penelitian Ohara et
al. (2007). Hal tersebut dapat disebabkan dengan adanya perbedaan tipe peptida kolagen
mampu mempengaruhi profil dari peptida kolagen sehingga berdampak pada kecepatan
penyerapan peptida kolagen ke dalam plasma darah serta jenis peptida kolagen yang
terbentuk (Iwai et al., 2005). Iwai et al. (2005) menggunakan sampel peptida kolagen tipe
| sedangkan kedua penelitian lain menggunakan peptida kolagen campuran. Dalam
penelitiannya, Iwai et al. (2005) menemukan bahwa konsumsi peptida kolagen tipe | dan
tipe 1l dari ayam menghasilkan pembentukan rangkaian peptida yang berbeda serta
konsentrasi yang berbeda pula dalam plasma darah (Lampiran 2). Hasil studi juga
menunjukkan bahwa konsumsi peptida kolagen tipe I menghasilkan penyerapan peptida

kolagen menjadi free form Hyp dan peptide form Hyp yang paling cepat (30 menit).

Berbeda dengan penyerapan free form Hyp, pada hasil studi mengenai penyerapan
peptida kolagen dalam bentuk peptide form Hyp, ditemukan bahwa konsumsi peptida
kolagen dengan BM yang lebih rendah (termasuk BM campuran) menghasilkan
konsentrasi puncak peptide form Hyp yang lebih rendah dalam plasma darah. Akan tetapi,
waktu yang dibutuhkan untuk mencapai konsentrasi puncak tersebut lebih rendah. Hal ini
karena menurut Ichikawa et al. (2020) peptida kolagen dengan BM yang rendah memiliki

rantai peptida yang lebih pendek. Oleh karena itu, pada saat peptida kolagen masuk ke
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dalam pencernaan maka akan langsung terbentuk asam amino bebas Hyp dengan jumlah
yang banyak pada saat hidrolisis enzimatis terjadi dalam mukosa usus berlangsung
(Shigemura et al., 2014). Hal tersebut menyebabkan jumlah peptida yang mengandung
asam amino Hyp hanya berjumlah sedikit dalam plasma darah. Sebaliknya, apabila suatu
peptida kolagen memiliki rantai yang panjang dan BM yang besar maka peptida kolagen
tersebut tidak dapat dipecah secara langsung melainkan harus diubah menjadi tripeptida
maupun dipeptida terlebih dahulu (Iwai et al., 2005; Yazaki et al., 2017). Perubahan
peptida kolagen menjadi bentuk tripeptida maupun dipeptida akan meningkatkan jumlah
peptide form Hyp yang terserap ke dalam plasma darah. Pemecahan peptida kolagen
dengan BM rendah menjadi dipeptida dan tripeptida dapat berlangsung lebih cepat karena
rangkaian peptida yang lebih pendek sehingga waktu yang dibutuhkan untuk diserap dan
mencapai konsentrasi puncak peptide form Hyp menjadi lebih cepat. Dari beberapa
penemuan (Lampiran 3), hanya ditemukan peptida berupa dipeptida dan tripeptida.
Sedangkan, peptida kolagen yang memiliki asam amino lebih dari 3 dalam plasma darah
tidak teridentifikasi setelah konsumsi dari peptida kolagen (Ichikawa et al., 2010; Yazaki
etal., 2017).

4.2.  Efektivitas Hidrolisis Kolagen dan Berat Molekul Peptida Kolagen Hasil
Hidrolisis Enzimatis

Efektivitas hidrolisis kolagen dapat dinyatakan dalam bentuk angka derajat hidrolisis
(DH) yang menunjukkan proporsi atau jumlah ikatan peptida yang terpecah selama proses
hidrolisis berlangsung dalam satuan persen (Putri et al., 2020). Untuk mengetahui metode
hidrolisis enzimatis yang paling efektif dan baik untuk menghasilkan peptida kolagen
dengan BM rendah dan dapat secara efisien di serap oleh tubuh seperti yang telah
dijabarkan pada temuan sebelumnya maka angka DH dan BM yang dihasilkan dari tiap
metode hidrolisis enzimatis perlu ditinjau. Saat ini, terdapat beberapa jenis metode
pengukuran DH yang dapat digunakan untuk mengukur angka DH dari suatu proses
hidrolisis. Beberapa di antaranya adalah TNBS, OPA, dan pH-stat (Rutherfurd, 2010).
Sedangkan pengukuran BM peptida kolagen yang dihasilkan dari suatu proses hidrolisis
dapat diidentifikasi dan diukur jumlahnya dengan menggunakan metode size exclusion

chromatography menggunakan alat HPLC. Metode tersebut dapat digunakan untuk
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menentukan proporsi dari BM peptida kolagen yang dihasilkan dengan menggunakan
kurva standar yang dihasilkan (Hong et al., 2019).

Dari hasil studi secara keseluruhan, metode hidrolisis enzimatis dengan dengan
menggunakan metode single enzyme menghasilkan angka DH (dari berbagai metode
pengukuran DH) yang lebih rendah dengan proporsi peptida kolagen dengan BM tinggi
yang lebih banyak dibandingkan dengan metode sequential hydrolysis dan dual enzyme.
Pada metode dual enzyme yang dilakukan oleh Harnedy et al. (2018) dan Huang et al.
(2018), digunakan 2 jenis enzim berupa Alcalase dan Flavourzyme untuk menghidrolisis
gelatin kulit ikan salmon dan sisik ikan bandeng secara berturut-turut. Hasil hidrolisis
dengan dual enzyme tersebut menghasilkan angka DH yang lebih besar dibandingkan
dengan penggunaan single enzyme Alcalase. Selain meningkatkan DH, proporsi peptida
kolagen dengan BM yang rendah pun meningkat dan terjadi penurunan persentase peptida
kolagen dengan BM yang lebih tinggi pada sampel gelatin kulit salmon (Yang et al.,
2020).

Hal tersebut sesuai dengan penelitian dari Feng & Betti (2017) dan Khiari et al. (2014)
(Lampiran 4 dan 5) dengan sampel kulit bovine dan kolagen kepala ayam kalkun. Dari
kedua penelitian tersebut, metode hidrolisis dual enzyme dengan kombinasi Alcalase dan
flavourzyme menghasilkan angka DH yang lebih besar dan proporsi peptida kolagen
dengan BM rendah yang lebih tinggi dibandingkan dengan single enzyme Alcalase. Feng
& Betti (2017) menjelaskan bahwa Alcalase merupakan enzim endopeptidase yang
mampu memecah ikatan peptida yang berada dalam rantai protein untuk menghasilkan
peptida dan polipeptida, sedangkan flavourzyme merupakan enzim yang memiliki
aktivitas endoprotease dan eksoprotease yang dapat memecah ikatan peptida protein dari
ujung rantai untuk menghasilkan 1 asam amino dan sisa peptida (Hong et al., 2019).
Kombinasi kedua enzim tersebut dapat menghasilkan spesifitas yang lebih luas dalam
memecah ikatan peptida dalam kolagen (Feng & Betti, 2017). Selain itu Khiari et al.
(2014) menambahkan bahwa ditemukan adanya additive effect dari kombinasi enzim
yang Alcalase dan flavourzyme yang semakin meningkatkan kemampuan enzim dalam

memecah ikatan peptida dari sampel kolagen.

Walaupun demikian, penggunaan metode dual enzyme dengan mengkombinasikan enzim

papain dan protease untuk menghidrolisis kulit ikan Oreochromis niloticus menghasilkan
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persentase peptida kolagen dengan BM rendah yang lebih rendah dibandingkan dengan
single enzyme dengan Alcalase walaupun tidak secara signifikan (Hu et al., 2017;
Wasswa et al., 2008). Protease yang digunakan dalam penelitian Hu et al. (2017)
merupakan protease yang dihasilkan dari Bacillus polymyxa yang secara spesifik
memecah kolagen tipe 1V dan kurang optimal dalam memecah kolagen tipe I (Stenn et
al., 1989). Sedangkan pada penelitian Hong et al. (2019) (Lampiran 6), enzim papain
hanya mampu memecah kolagen dari kulit babi menjadi peptida dengan range BM
rendah-tinggi berbeda dengan enzim Alcalase yang mampu menghasilkan peptida
kolagen dengan BM yang rendah seperti yang ditunjukkan pada hasil pengukuran BM
peptida kolagen dengan menggunakan SDS-PAGE. Penelitian oleh Feng & Betti (2017)
(Lampiran 4) juga menunjukkan bahwa enzim Alcalase efektif dalam mendegradasi
kolagen menjadi peptida dengan BM rendah yang seragam. Spesifitas enzim Alcalase
yang luas dalam memecah peptida kolagen menyebabkan proporsi BM rendah yang lebih
tinggi daripada dual enzyme protease dan papain walaupun tidak secara signifikan.

Selain itu, hidrolisis gelatin kulit salmon pada penelitian Yang et al. (2020) menghasilkan
angka DH yang lebih besar dan proporsi BM rendah yang lebih besar dengan metode
single enzyme Alcalase dibandingkan pada metode double enzyme pada Harnedy et al.
(2018). Hal tersebut dapat disebabkan karena rasio E/S yang lebih tinggi pada penelitian
Yang et al. (2020). Hal yang sama ditemukan dalam penelitian oleh Mohammad et al.
(2015) yang menemukan bahwa peningkatan DH dari hidrolisis sisik ikan dengan
penggunaan enzim Alcalase adalah linear dengan peningkatan rasio enzim dan substrat
melalui response surface method (Lampiran 7). Oleh karena itu, semakin besar
konsentrasi dari enzim maka pemecahan ikatan peptida yang ada di dalam substrat atau
kolagen akan menjadi semakin banyak pula (Mohammad et al., 2015). Proporsi peptida
kolagen dengan BM rendah yang meningkat juga akibat dari peningkatan DH atau

peningkatan pemecahan ikatan peptida yang semakin banyak.

Penggunaan metode sequential hydrolysis dapat secara signifikan meningkatkan angka
DH dan proporsi peptida kolagen dengan BM yang rendah pada sampel kulit porcine,
gelatin ikan Salmo salar, dan kulit ikan Ctenopharyngodon idella. Pada sampel kulit
porcine, penggunaan sequential hydrolysis dengan enzim pepsin dan protease dari
Streptomyces pada penelitian Ao & Li (2012) menghasilkan angka DH yang secara

signifikan lebih besar dibandingkan dengan single enzyme. Dalam hidrolisis enzimatis
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bertahap, durasi hidrolisis yang digunakan lebih panjang dan peningkatan DH terjadi
seiring dengan peningkatan durasi hidrolisis sehingga DH yang dihasilkan cenderung
besar (Li et al., 2007). Angka DH yang besar dapat pula disebabkan karena adanya
penggunaan 2 jenis enzim yang dapat memperluas spesifitas pemecahan ikatan peptida
dari kolagen (Feng & Betti, 2017). Perbedaan enzim yang digunakan dalam metode
sequential hydrolysis dapat menghasilkan perbedaan DH yang dihasilkan. Enzim yang
berbeda akan menghasilkan panjang dan struktur peptida kolagen yang berbeda karena
masing-masing enzim memecah sisi asam amino yang spesifik pada ikatan peptida (Ao
& Li, 2012).

Metode sequential hydrolysis yang menggunakan triple enzyme pada tahap kedua
hidrolisis pada penelitian Li et al. (2007) secara signifikan dapat meningkatkan angka DH
yang dihasilkan dibandingkan dengan sequential hydrolysis dengan 2 jenis enzim saja.
Kombinasi enzim protease mampu meningkatkan angka DH akibat semakin luasnya
spesifitas dalam memecah ikatan peptida (Li et al., 2007). Selain itu, adanya peningkatan
durasi hidrolisis yang jauh lebih panjang menyebabkan banyaknya ikatan peptida yang
terpecah. Teori tersebut dibuktikan dalam penelitian Ao & Li (2012) (Lampiran 8) dan
Jia et al. (2010) (Gambar 9) yang melakukan hidrolisis kolagen kulit porcine dan kulit
ikan dengan single enzyme secara berturut-turut selama beberapa jam. Hasil yang
didapatkan adalah adanya peningkatan peningkatan DH seiring dengan peningkatan

durasi hidrolisis.
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Gambar 9. DH hasil hidrolisis kulit ikan Alaska pollack dengan 7 enzim berbeda (E/S:
0,2%, suhu: 50°C, pH=7 (pepsin= 2 dan Alcalase = 9,5)

Metode enzymatic sequential hydrolysis dalam hidrolisis gelatin kulit ikan salmon juga

dapat meningkatkan angka DH dan proporsi peptida kolagen dengan BM rendah
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dibandingkan dengan dual enzyme dan single enzyme pada penelitian Harnedy et al.
(2018) dan Yang et al. (2020). Metode sequential hydrolysis menggunakan durasi
hidrolisis yang lebih lama yaitu 6 jam sehingga dapat meningkatkan jumlah ikatan peptida
yang terpecah dan meningkatkan DH serta menurunkan BM peptida kolagen yang
terbentuk (Ao & Li, 2012). Metode sequential hydrolysis yang dilakukan oleh Yang et al.
(2020) menggunakan dual enzyme dalam tahap kedua hidrolisis yang dapat meningkatkan
spesifitas pemecahan ikatan peptida dalam kolagen (Li et al., 2007). Hal tersebut juga
penyebab dari peningkatan DH yang dihasilkan dari hidrolisis kulit Ctenopharyngodon
idella dengan digunakannya metode sequential hydrolysis dibandingkan dengan single
enzyme pada penelitian Wasswa et al. (2008) dan Yi et al. (2017). Akan tetapi pada
penelitian Wasswa et al. (2008) dihasilkan angka DH yang tidak secara signifikan lebih
rendah dibandingkan dengan sequential hydrolysis dalam penelitian Yi et al. (2017). Hal
tersebut disebabkan karena adanya perlakuan pre-treatment berupa pemanasan yang akan
mengubah struktur triple helix dari kolagen menjadi random coil atau menjadi struktur
terbuka sehingga enzim lebih mudah untuk memecah ikatan peptida tersebut (Yi et al.,
2017). Temuan yang sama juga ditemukan pada penelitian Zhang et al. (2013) yang
membandingkan DH hasil hidrolisis kolagen tendon bovine dengan ataupun tanpa pre-
treatment pemanasan dengan menggunakan beberapa enzim berbeda (Lampiran 9). Hasil
penelitian tersebut menunjukkan bahwa pre-treatment dapat meningkatkan angka DH

yang dihasilkan.

4.3. Metode Hidrolisis Kolagen yang Efektif Menghasilkan Peptida Kolagen yang
dapat Diserap ke Plasma Darah secara Efisien

Berdasarkan studi mengenai penyerapan peptida kolagen dalam plasma darah setelah
adanya konsumsi peptida kolagen, dapat diketahui bahwa peptida kolagen dengan BM
rendah merupakan peptida kolagen yang secara efisien dapat diserap oleh tubuh. Peptida
kolagen yang dapat secara efisien diserap tubuh adalah peptida kolagen yang
menghasilkan peptida ataupun asam amino dalam plasma darah dalam konsentrasi tinggi
dan waktu yang cepat. Semakin rendah BM peptida kolagen yang dikonsumsi dengan
dosis yang tepat maka penyerapan peptida kolagen ke dalam plasma darah akan semakin
cepat sehingga dapat diedarkan ke seluruh tubuh dengan efisien (Iwasaki et al., 2021;

Yazaki et al., 2017). Oleh karena itu, untuk menghasilkan peptida kolagen yang dapat
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diserap tubuh secara efisien maka diperlukan metode hidrolisis enzimatis yang efektif dan
paling baik dalam menghasilkan peptida kolagen dengan BM rendah.

Studi mengenai perbandingan hidrolisis enzimatis kolagen telah dilakukan dan dapat
diketahui bahwa metode sequential hydrolysis atau enzimatis bertahap menghasilkan DH
yang paling besar dengan proporsi peptida kolagen BM rendah yang sangat tinggi
dibandingkan dengan kedua metode lain (single enzyme dan dual enzyme) (Ao & Li,
2012; Yang et al., 2020). Penggunaan triple enzyme pada tahap kedua hidrolisis bertahap
juga berpotensi meningkatkan angka DH yang dihasilkan seperti pada penelitian Li et al.
(2007). Hal tersebut menandakan bahwa metode tersebut mampu menghidrolisis segala
jenis sampel kolagen dari berbagai sumber dengan hasil yang efektif dan baik. Sehingga
dapat pula disimpulkan bahwa dengan penggunaan enzim yang semakin bervariasi akan
semakin meningkatkan spesifitas pemecahan ikatan peptida dari kolagen. Beberapa
enzim yang dapat digunakan untuk menghidrolisis peptida kolagen adalah Alcalase
(Azizah et al., 2019; Nurilmala et al., 2020; Sae-leaw & Benjakul, 2018; Schmidt et al.,
2020), kolagenase (Aleman et al., 2011; Bousopha et al., 2016), flavourzyme (Schmidt et
al., 2020), enzim protease pankreas bovine (Hema et al., 2017), pepsin (Abdollahi et al.,
2018; Ao & Li, 2012), tripsin (Aleman et al., 2011; Liu et al., 2005), dan papain (Hema
etal., 2017; Jiaet al., 2010).

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi hasil hidrolisis adalah rasio E/S, kondisi
hidrolisis (suhu dan pH), durasi hidrolisis, dan pre-treatment berupa pemanasan. Apabila
rasio enzim-substrat yang digunakan lebih besar maka semakin banyak konsentrasi enzim
yang digunakan dalam suatu proses hidrolisis. Semakin tinggi konsentrasi enzim yang
digunakan maka semakin tinggi pula pemecahan ikatan peptida yang menghasilkan
tingginya angka DH yang dihasilkan. Akan tetapi, penggunaan konsentrasi enzim perlu
disesuaikan dengan konsentrasi dari rantai peptida untuk menghindari adanya
penggunaan enzim Yyang berlebihan yang akan meningkatkan biaya produksi
(Mohammad et al., 2015). Kondisi hidrolisis berupa suhu dan pH sangat berpengaruh
dalam hidrolisis enzimatis. Hal ini karena setiap enzim memiliki kondisi optimum (suhu
dan pH) yang berbeda agar dapat menghasilkan yield secara efektif. Dalam penelitian
Hema et al. (2017), digunakan metode RSM (response surface method) untuk menguji
hubungan antara DH dengan waktu, temperatur, dan rasio enzim substrat (E/S). Hasilnya

menunjukkan bahwa DH akan meningkat apabila kombinasi waktu, temperatur, dan E/S
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adalah pada kondisi optimum atau pada kondisi dimana hidrolisis menghasilkan yield
produk yang maksimal.

Durasi hidrolisis juga mampu mempengaruhi proses hidrolisis dan hasil hidrolisis yang
didapatkan. Durasi hidrolisis yang lebih lama menyebabkan ikatan peptida kolagen yang
lebih banyak dipecah sehingga angka DH dapat meningkat (Jia et al., 2010). Walaupun
demikian, dalam penelitian tersebut Jia et al. (2010) (Gambar 9) menjelaskan bahwa DH
dari enzim papain dan enzim protease lainnya mengalami peningkatan secara signifikan
hanya pada 1 jam pertama dan mulai melambat setelah 1 jam yang dapat disebabkan
karena adanya inaktivasi enzim dan adanya kompetitor berupa soluble peptides yang
terbentuk dari proses hidrolisis. Selain itu, perlakuan pre-treatment berupa pemanasan
dapat mempengaruhi hasil hidrolisis seperti DH dan BM peptida kolagen yang terbentuk.
Pemanasan mampu mendekomposisi ikatan silang antara molekul kolagen sehingga
kolagen semakin mudah dipecah ikatannya sehingga dapat digunakan untuk dapat
dilakukan untuk lebih mempercepat hidrolisis kolagen (Zhang et al., 2013).

4.4. Manfaat Kesehatan dari Konsumsi Peptida Kolagen secara Oral dalam

Tubuh Manusia dan Nutrifikasi dalam Produk Pangan

Konsumsi peptida kolagen secara oral tidak menimbulkan adanya efek samping karena
memiliki efek alergenitas yang rendah (Lopez et al., 2019). Beberapa penelitian secara
klinis juga menyatakan bahwa tidak ditemukan adanya efek samping yang dialami oleh
subjek penelitian yang mengkonsumsi peptida kolagen secara oral (lwai et al., 2005;
Ohara et al., 2007; Proksch et al., 2013). Dosis tinggi peptida kolagen yang dinyatakan
aman melalui eksperimen hewan adalah sebesar 1,66 g/kg BB (Wu et al., 2004). Selain
itu, USFDA telah mengklasifikasikan peptida kolagen sebagai produk GRAS (Generally
Recognized as Safe).

Konsumsi peptida kolagen secara oral memiliki banyak manfaat dalam tubuh manusia.
Peptida kolagen yang diserap dalam darah kemudian didistribusikan melalui darah
menuju sel tubuh. Studi menunjukkan bahwa peptida kolagen dapat diidentifikasi dalam
jaringan kulit dan tulang rawan setelah konsumsi peptida kolagen secara oral yang
menunjukkan adanya akulumasi peptida kolagen dalam jaringan ikat (Oesser et al., 1999).

Akumulasi peptida kolagen tersebut dapat menstimulasi pembentukan kolagen dalam sel
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yang kemudian memberikan efek kesehatan yang baik bagi tubuh manusia. Beberapa di
antaranya adalah meningkatkan struktur kulit, memperlambat penuaan pada kulit,
mencegah kerusakan tulang dan tulang rawan seperti osteoporosis dan osteoartritis, serta
sebagai antioksidan (Chen et al., 2020). Kulit manusia mengalami penuaan seiring
dengan bertambahnya usia. Sebanyak 7% dermis mengalami penurunan ketebalan akibat
adanya penurunan kapasitas fibroblas dan peningkatan enzim yang mendegradasi kolagen
(Robert et al., 2009). Penelitian menunjukkan bahwa dengan konsumsi peptida kolagen
secara oral secara in vivo dapat mencegah penipisan lapisan dermis yang menunjukkan
bahwa peptida kolagen mampu meningkatkan struktur dan penampilan kulit (Wang et al.,
2018). Studi klinis yang dilakukan untuk mengetahui efek konsumsi peptida kolagen
secara oral menunjukkan bahwa terjadi peningkatan elastisitas kulit dengan konsumsi
peptida kolagen setiap hari selama 4 minggu. Konsumsi peptida kolagen secara oral dapat
meningkatkan produksi kolagen tipe | dalam kulit yang kemudian memberikan efek pada
elastisitas kulit (Proksch et al., 2013).

Kerusakan tulang dan tulang rawan dapat dicegah dengan konsumsi peptida kolagen
secara oral. Konsumsi peptida kolagen dapat menstimulasi kalsifikasi dari sel osteoblas
dan meningkatkan produksi kolagen tipe | dalam tulang (Tsuruoka et al., 2007).
Penelitian in vivo menunjukkan bahwa konsumsi peptida kolagen dapat meningkatkan
struktur tulang, densitas tulang, dan mempertahankan kepadatan serta integritas tulang
trabekular. Dengan demikian, konsumsi peptida kolagen bermanfaat dalam mencegah
bone loss serta penyakit osteoporosis (Kim et al., 2013). Studi klinis untuk mengetahui
efek konsumsi peptida kolagen pada penderita osteoartritis lutut menunjukkan bahwa
peptida kolagen dapat memperbaiki kondisi sendi dengan adanya penurunan rasa sakit.
Penurunan rasa sakit ini dapat diasosiasikan sebagai proses memperbaiki sendi dengan
adanya akumulasi peptida kolagen yang mampu menjaga struktur dan fungsi dari tulang

rawan (Kumar et al., 2015).

Peptida kolagen yang memiliki berat molekul yang rendah memiliki bioavailability yang
semakin tinggi serta bioaktivitas seperti aktivitas antioksidan yang semakin tinggi pula
(Lopez et al., 2019). Beberapa penelitian tentang aktivitas DPPH radical scavenging
activity menunjukkan peptida kolagen dengan berat molekul rendah yang mengandung
asam amino seperti glisin, asam glutamat, alanin, dan asam aspartat mampu

meningkatkan stabilitas dari radikal bebas karena dapat mempermudah interaksi antara
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peptida dengan asam (Chi et al., 2014; Zamorano-Apodaca et al., 2020). Tingginya
komposisi asam amino hidrofobik (60-65%) dan serta asam amino dengan kemampuan
mendonasikan hidrogen atau elektron (11-13%) menyebabkan tingginya aktivitas
antioksidan (Zamorano-Apodaca et al., 2020). Berat molekul yang rendah memiliki
peptida dengan kemampuan mendonasikan hidrogen dan elektron yang lebih tinggi
sehingga dapat lebih mudah bereaksi dengan radikal bebas dan menghasilkan senyawa
produk yang stabil (Chi et al., 2014). Sebagai antioksidan, peptida kolagen juga mampu
menurunkan tingkat stress oksidatif dalam kulit (Wang et al., 2018).

Saat ini, telah terdapat beberapa produk suplemen peptida kolagen yang beredar di
pasaran. Beberapa di antaranya adalah Vital Proteins®, Sports Research®, Physician’s
Choice®, dan California GOLD Nutrition®. Suplemen peptida kolagen dijual dalam
bentuk protein powder. Cara mengonsumsinya adalah dengan melarutkan bubuk peptida
kolagen dalam air kemudian secara langsung dikonsumsi maupun dengan mencampurnya
ke dalam produk makanan atau minuman seperti kopi, smoothies, dan lain sebagainya.
Hal ini karena solubilitas peptida kolagen dalam air yang sangat tinggi baik dalam air
dingin maupun air panas (Lopez et al., 2019). Akan tetapi, berat molekul peptida kolagen
dalam suplemen pada beberapa merk tersebut tidak dinyatakan.

Hingga saat ini, belum ditemukan adanya standar kualitas produk peptida kolagen di
Indonesia. Namun, terdapat standar kualitas produk peptida kolagen yang disusun oleh
Gelatine Manifacturers of Europe (GME). Berdasarkan GME, peptida kolagen
merupakan produk yang dapat dikonsumsi oleh manusia yang berasal dari protein yang
dipurifikasi dari kolagen hewan yang sehat (bovine, porcine, ikan, dan unggas) melalui
hidrolisis asam/basa, hidrolisis enzimatis, dan atau hidrolisis thermal. Peptida kolagen
tidak diizinkan mengandung bahan pengawet ataupun zat inhibitor. Standar kualitas
secara kimiawi menurut GME dapat dilihat pada Tabel 8. Dalam dokumen “GME
Collagen Peptide Monograph” yang disusun oleh GME, tidak ditemukan adanya standar
berat molekul peptida kolagen.

Tabel 8. Tabel Standar Kualitas Peptida Kolagen

Jenis Uji Satuan Persyaratan
Kadar air % <15
Kadar abu % <2
SO ppm; mg/kg <50
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H20: ppm; mg/kg <10

As ppm; mg/kg <l

Pb ppm; mg/kg <5

Cu ppm; mg/kg <30
Zn ppm; mg/kg <30
Cr ppm; mg/kg <10
Hg ppm; mg/kg <0,15
Cd ppm; mg/kg <0,5
Fe ppm; mg/kg <30

Selain dalam bentuk suplemen, beberapa produk pangan dapat dinutrifikasi dengan
peptida kolagen untuk kepentingan kesehatan tubuh manusia. Peptida kolagen dengan
BM yang rendah memiliki solubilitas yang sangat tinggi dalam air dan viskositas yang
rendah sehingga dapat ditambahkan ke dalam minuman seperti jus buah, teh, dan susu
fermentasi (Bilek & Bayram, 2015; Walrand et al., 2008; Zhang et al., 2018). Dari
penelitian invitro oleh Bilek & Bayram (2015), peptida kolagen yang ditambahkan dalam
jus jeruk dapat diserap dalam tubuh hingga mencapai 95,37%. Nutrifikasi peptida kolagen
dalam teh chrysanthemum dapat memberikan penampilan yang lebih jernih akibat
kemampuan peptida kolagen untuk berinteraksi dengan senyawa tersuspensi (Zhang et
al., 2018).

Dalam penelitian Walrand et al. (2008), peptida kolagen resisten terhadap dekomposisi
dan modifikasi yang terjadi selama proses fermentasi sehingga peptida kolagen tidak
mengalami kerusakan melainkan dapat terserap dengan baik dalam tubuh manusia. Selain
dalam bentuk minuman, peptida kolagen dapat dinutrifikasikan dalam sup herbal yang
dicampurkan dengan beberapa bahan herbal seperti akar tanaman herbal (Benjakul et al.,
2018). Pada penelitian tersebut, peptida kolagen dapat berkontribusi meningkatkan
aktivitas antioksidan dari sup herbal akibat sifat antioksidan dari peptida kolagen. Ibrahim
et al. (2018) melakukan nutrifikasi peptida kolagen dari ikan dalam patty yang terbuat
dari daging kerbau. Dalam penelitian tersebut, peptida kolagen dapat berperan sebagai
pengganti lemak yang memiliki kemampuan WHC (water holding capacity) yang lebih
baik serta dapat meningkatkan kohesivitas daging matang pada saat dipotong karena sifat

peptida kolagen yang mirip dengan karagenan.
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