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ABSTRACT 

 

Collagen is a polypeptide dominated by the amino acids glycine, proline, and hydroxyproline. The 

polypeptide is in the form of a triple helix structure which is the main characteristic of collagen. Chicken 

feet which are rich in collagen can be an alternative as a source of collagen that is widely accepted by 

the community. This study aims to determine the effect of papain enzyme concentration and extraction 

time on the physicochemical characteristics of the collagen produced and to determine the combination 

of treatments that produce the highest physicochemical characteristics of collagen. This study is an 

experimental study designed using a Randomized Block Design (RBD) with a factorial experiment 

consisting of two factors, namely the concentration of papain enzyme (0%, 2%, 4%, and 6%) and 

extraction time (6, 12, and 18 hours). Collagen in this study was tested qualitatively (Ninhydrin and 

FTIR) and quantitatively using a UV-Vis spectrophotometer. FTIR results showed success in extracting 

collagen while maintaining its structure and components. The physicochemical variables observed 

included yield, pH, water content, ash content, and protein content. The results showed that the 

interaction between the two treatments had a very significant effect on the observed variables, except 

for ash content. The combination of treatments to produce the highest physicochemical characteristics 

of collagen is a papain enzyme concentration of 4% and an extraction time of 18 hours with a value of 

60.19%. The characteristics of the collagen produced are a yield of 0.61%, pH 6.56, water content of 

3.82%, ash content of 0.85%, and protein content of 85.29%. 
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ABSTRAK 

 

Kolagen merupakan polipeptida yang didominasi oleh asam amino glisin, prolin, dan hidroksiprolin. 

Polipeptida tersebut dalam bentuk struktur heliks rangkap tiga yang menjadi karakteristik utama 

kolagen. Ceker ayam yang kaya akan kolagen dapat menjadi alternatif sebagai sumber kolagen yang 

diterima oleh masyarakat secara luas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi 

enzim papain dan lama ekstraksi terhadap karakteristik fisikokimia kolagen yang dihasilkan dan 

menentukan kombinasi perlakuan yang menghasilkan karakteristik fisikokimia kolagen tertinggi. 

Penelitian ini merupakan penelitian percobaan yang dirancang menggunakan Rancangan Acak 

Kelompok (RAK) dengan percobaan faktorial yang terdiri atas dua faktor, yaitu konsentrasi enzim 

papain (0%, 2%, 4%, dan 6%) dan lama ekstraksi (6, 12, dan 18 jam). Kolagen dalam penelitian ini diuji 

secara kualitatif (Ninhidrin dan FTIR) dan secara kuantitatif menggunakan spektrofotometer UV-Vis.  

Hasil FTIR menunjukkan keberhasilan dalam mengekstraksi kolagen dengan mempertahankan struktur 
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dan komponennya. Variabel fisikokimia yang diamati meliputi rendemen, pH, kadar air, kadar abu, dan 

kadar protein. Hasil penelitian menunjukkan bahwa interaksi antara kedua perlakuan berpengaruh 

sangat nyata terhadap variabel yang diamati, kecuali kadar abu. Kombinasi perlakuan untuk 

menghasilkan karakteristik fisikokimia kolagen tertinggi adalah konsentrasi enzim papain 4% dan lama 

ekstraksi 18 jam senilai 60,19%. Karakteristik kolagen yang dihasilkan adalah rendemen 0,61%, pH 

6,56, kadar air 3,82%, kadar abu 0,85%, dan kadar protein 85,29%. 

Kata kunci : enzim papain, ceker ayam, kolagen, konsentrasi enzim, lama ekstraksi 

 

PENDAHULUAN  

 

Sebagian besar kolagen yang dijual di pasaran Indonesia berasal dari produk yang diimpor dari 

Jepang, Perancis, Brazil, India, China, Jerman, Australia, dan Argentina (Chasanah et al., 2021). 

Impor kolagen menunjukkan bahwa kebutuhan akan kolagen di dalam negeri sangatlah tinggi. 

Permintaan kolagen dalam industri makanan, farmasi, dan kosmetik terus meningkat karena 

manfaatnya yang luas, seperti meningkatkan kesehatan kulit dan mempercepat penyembuhan luka. 

Secara ilmiah, jumlah kolagen dalam tubuh manusia menurun 1% setiap tahun, sehingga pada usia 

30 tahun, tubuh kehilangan kolagen antara 15-20%, kemudian pada usia 40 tahun tubuh manusia tidak 

lagi memproduksi kolagen, dan tubuh kehilangan kolagen sebesar 35-40% pada usia tersebut (Alhana 

et al., 2015). Paparan radiasi ultraviolet (UV) dapat menyebabkan kerusakan kolagen pada kulit 

manusia. Karena kandungan kolagen dalam tubuh manusia berkurang seiring bertambahnya usia, 

salah satu cara untuk mengatasi kehilangan kolagen dalam tubuh adalah dengan menjalani pola hidup 

yang sehat, termasuk mengonsumsi makanan dan suplemen yang kaya akan kolagen. 

Salah satu protein penghubung jaringan yang bersifat tidak larut dalam air adalah kolagen. Kolagen 

merupakan tiga puluh persen protein penyusun tubuh manusia (Hukmi et al., 2018). Polipeptida 

kolagen, yang didominasi oleh asam amino glisin, prolin, dan hidroksiprolin, terbentuk dalam bentuk 

fibril atau heliks rangkap tiga (triple helix). Kolagen berfungsi untuk membangun kulit, tulang, otot, 

sendi, dan gigi di tubuh manusia. 

Untuk tujuan komersial, kolagen biasanya berasal dari hewan, seperti sapi, babi, ikan, dan ayam. 

Kolagen dari ikan memerlukan lebih banyak biaya untuk diproduksi, dan beberapa orang mungkin 

mengalami alergi terhadap bau ikan yang kuat. Kolagen yang beredar juga umumnya berasal dari 

tulang atau kulit sapi dan babi. Namun, ada beberapa agama yang melarang penganutnya untuk 

mengonsumsi produk hewan babi atau sapi (Huang et al., 2016). Oleh karena itu, untuk menyediakan 

kolagen yang dapat diterima oleh masyarakat secara luas, diperlukan bahan baku alternatif. Ceker 

ayam adalah salah satu sumber kolagen yang dapat digunakan. 

Menurut Susanto et al. (2018), 1,9 juta pasang potongan atau 42,75 ribu ton ceker ayam diproduksi 

setiap tahun di Indonesia. Purnomo (1992) menyatakan bahwa komposisi ceker ayam terdiri dari 

protein 22,98 persen, kadar air 65,9%, lemak 5,6 persen, abu 3,49 persen, dan bahan lain 2,03 persen. 

Menurut Liu et al. (2001), kolagen merupakan komponen utama ceker ayam, dengan nilai sekitar 

5,64 hingga 31,39 persen dari total protein, atau 28,73 hingga 36,83 persen. Ini memiliki potensi yang 

sangat besar untuk menghasilkan kolagen dari ceker ayam. 

Dengan menggunakan enzim untuk ekstraksi kolagen, ikatan silang pada zona telopeptida dipecah. 

Ini meningkatkan solubilitas kolagen dan hasilnya (Shaik et al., 2021). Mengurangi antigenisitas 

kolagen tidak mengubah struktur heliks rangkap tiga kolagen yang merupakan keuntungan tambahan 

dari penggunaan enzim dalam proses ekstraksi (Ahmad et al., 2018). Dibandingkan dengan enzim 

lainnya, enzim papain yang biasanya digunakan dalam ekstraksi, murah dan mudah ditemukan di 

pasar. Beberapa faktor memengaruhi enzim papain dalam proses ekstraksi, yaitu konsentrasi enzim, 

lama ekstraksi, pH larutan, suhu ekstraksi, dan konsentrasi substrat (bahan baku). Karena 
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memengaruhi efektivitas proses ekstraksi secara langsung, konsentrasi enzim dan lama waktu 

ekstraksi adalah yang paling penting dari semua faktor ini. Dalam penelitian ini, konsentrasi enzim 

dan lama ekstraksi didasarkan pada prinsip kinetika enzim dan difusi. Konsentrasi enzim yang tepat 

dapat mempercepat pemecahan protein non kolagen tanpa merusak kolagen, dan lama ekstraksi yang 

ideal memungkinkan enzim menembus jaringan dengan mudah.  

Rahmawati et al. (2020) menghasilkan gelatin yang merupakan turunan kolagen, dengan 

konsentrasi enzim papain 0%, 1%, 2%, 3%, dan 4%. Hasil penelitian yang dilakukan pada tulang dan 

ceker ayam menunjukkan bahwa dengan konsentrasi enzim papain 4%, kadar air adalah 6,865%, 

kadar protein adalah 54,059%, kadar abu adalah 3,572%, dan pH adalah 4,567. Selain itu, Zahra 

(2021) menggunakan enzim papain untuk ekstraksi kolagen dari kulit ikan Selar Kuning selama 12 

dan 24 jam. Penelitiannya mencapai hasil terbaik selama 12 jam dengan rendemen 3,736%, kadar abu 

35,896%, dan kadar air 3,868%. Berdasarkan uraian di atas, maka penelitian ini dilakukan untuk 

mengetahui pengaruh konsentrasi enzim papain dan lama ekstraksi kolagen ceker ayam terhadap 

karakteristik fisikokimia kolagen, serta untuk menentukan perlakuan konsentrasi enzim papain dan 

lama ekstraksi yang menghasilkan kolagen tertinggi pada karakteristik fisikokimia kolagen. 

 

METODE PENELITIAN  

 

Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu ceker ayam potong segar yang sudah bersih dari 

kulit kasarnya yang didapatkan dari Pasar Badung, garam, NaOH (Merck), HCL (Merck), CH₃COOH 

(teknis), enzim papain (Best), H₂SO₄ (Merck), tablet Kjeldahl (Merck), ninhidrin 1%, akuades, asam 

borat, fenolftalein (Merck), dan KBr (Merck). 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu erlenmeyer (Iwaki), copper stainless 

(Philips), centrifuge (Dragon LC-045), vortex mixer (Thermo), furnace (WiseTherm), oven 

(Maksindo), timbangan (Taffware), desikator (Duran), labu ukur (Iwaki), gelas ukur (Iwaki), 

inkubator (B-One), stirrer (Max-Blend), spektofotometer (Thermo), rak dan tabung reaksi (Iwaki), 

mesin destilasi (Bahrotest), buret (Pyrex), dehidrator, pompa hidrolik, freezer, aluminium foil, cawan, 

penggaris, pisau, wadah, kompor, dandang, spatula, saringan, termometer, pH meter, lemari asam, 

plastik wrap, cobek dan ulekan. 

 

Rancangan Penelitian  

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) yang disusun 

secara faktorial dengan 2 faktor. Faktor pertama adalah konsentrasi penambahan enzim papain terdiri 

dari 4 taraf, yaitu 0%, 2%, 4%, dan 6%. Faktor kedua adalah konsentrasi lama ekstraksi yang terdiri 

dari 3 taraf, yaitu 6 jam, 12 jam, dan 18 jam. Masing-masing dilakukan dalam 2 (dua) kelompok 

berdasarkan waktu pengerjaan sehingga terdapat 24 (dua puluh empat) unit percobaan. Data hasil 

penelitian dianalisis secara statistik dengan menggunakan analisis keragaman (ANOVA). Apabila 

terdapat pengaruh perlakuan terhadap variabel yang diamati, maka dilanjutkan dengan menggunakan 

uji DMRT (Duncan’s Multiple Range Test). 

 

Pelaksanaan Penelitian 

Preparasi bahan baku/ceker ayam (modifikasi Rahmawati et al., 2020) 

Proses yang pertama, yaitu preparasi alat dan bahan. Bahan baku pada penelitian ini, yaitu ceker 

ayam potong segar yang sudah bersih dari kulit kasarnya yang dibeli dari Pasar Badung. Kemudian, 

ceker ayam tersebut dicuci hingga bersih dari sisa kulit kasarnya dan kotoran yang menempel dengan 
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menggunakan air mengalir sambil dibilas. Kemudian, ceker ayam tersebut dicuci hingga bersih 

dengan air mengalir. Selanjutnya, ceker ayam direbus pada suhu 75˚C selama 5 menit untuk 

membantu membersihkan dari kotoran yang masih tersisa. Selain itu, perebusan dapat melunakkan 

dan mengurangi lemak pada ceker. Setelah direbus, dilakukan penumbukan pada ceker ayam 

menggunakan cobek dan ulekan untuk membantu menghancurkan tulang. Kemudian, ceker ayam 

dihaluskan menggunakan copper stainless. Dalam proses ini, mengacu pada penelitian (Rahmawati 

et al., 2020) dari pencucian hingga perebusan, penelitiannya memotong ceker ayam 2 cm. Sedangkan, 

pada penelitian ini untuk yang modifikasi ialah penumbukan dan penghalusan ceker ayam dengan 

tujuan memudahkan pelarut masuk ke dalam sel. 

Pretreatment ceker ayam (Chasanah et al., 2021) 

Proses kedua pada penelitian ini, yaitu pretreatment ceker ayam yang sudah halus dengan 

perendaman menggunakan NaOH 1M selama 24 jam. Pada pretreatment ini dilakukan demineralisasi. 

Demineralisasi merujuk pada tahap eliminasi kalsium dan garam dari ceker ayam dan menghasilkan 

struktur tulang lunak yang dikenal sebagai ossein yang mengandung kolagen dan berbagai jenis 

protein kecil lainnya. Setelah perendaman larutan basa, dilakukan penirisan. Kemudian, dinetralisasi 

menggunakan air mengalir hingga pHnya netral (6-7). 

Ekstraksi (modifikasi Ariyanti et al., 2018 dan Nursyam, 2010) 

Proses ketiga pada penelitian ini, yaitu proses ekstraksi. Ekstraksi pada penelitian ini dilakukan 

metode maserasi menggunakan pelarut asam asetat 0,75M (Ariyanti et al., 2018) dengan penambahan 

enzim papain (0%, 2%, 4%, dan 6%) selama (6, 12, dan 18 jam). Setelah itu, dilakukan penyaringan. 

Selanjutnya, dipresipitasi secara salting out dengan menambahkan garam sebanyak 10% (Nursyam, 

2010) selama 24 jam. Kemudian, disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm untuk 

mengendapkan serat-serat residu kolagen basah. Endapan tersebut dimasukkan dalam cawan petri. 

Selanjutnya, dikeringkan dalam dehidrator dengan suhu 30°C selama satu hari untuk mendapatkan 

kolagen kering. 

  

Variabel yang Diamati   

Variabel yang diamati pada penelitian ini meliputi kadar kolagen secara kualitatif (Ninhidrin dan 

FTIR) serta secara kuantitatif menggunakan spektrofotometer UV-Vis untuk menentukan perlakuan 

yang menghasilkan kadar kolagen tertinggi, yaitu pada konsentrasi enzim papain 4% dan lama 

ekstraksi 12 jam. Selain itu, variabel lainnya adalah mengetahui perlakuan yang menghasilkan kadar 

kolagen tertinggi, rendemen (Kusa et al., 2022), pH (AOAC 2005), kadar air (AOAC 2005), kadar 

abu (AOAC 2005), dan kadar protein metode Kjeldahl (AOAC 2005). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

Kualitatif dengan Uji Ninhidrin 

Hasil uji ninhidrin pada penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 1. Gambar 1 menunjukkan bahwa 

sampel menghasilkan warna ungu yang mengindikasikan adanya gugus amina bebas yang berasal 

dari asam amino pada kolagen. Setiap asam amino alfa bereaksi dengan ninhidrin yang membentuk 

aldehida yang memiliki satu atom karbon lebih sedikit dan melepaskan amonia dan karbon dioksida 

(Ata et al., 2016). Amonia ini kemudian bereaksi dengan ninhidrin yang tidak tereduksi untuk 

menghasilkan Ruhemann's purple yang berwarna ungu. 
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Gambar 1. Hasil uji ninhidrin pada sampel 

(Sumber: dokumen pribadi, 2024) 

Dalam proses reaksi uji ini, ninhidrin berinteraksi dengan gugus amina (-NH3) pada asam amino, 

kemudian mengalami dekarboksilasi yang menghilangkan gugus karboksil (-COOH) sebagai karbon 

dioksida (CO2) dan menghasilkan aldehida dengan satu atom karbon lebih sedikit. Selain itu, gugus 

amina dilepaskan sebagai amonia (NH3). Hasil akhirnya adalah pembentukan kompleks warna ungu 

yang menjadi indikator adanya asam amino dalam sampel kolagen. 

 

Kualitatif dengan Analisis Uji FTIR 

Spektrum FTIR masing-masing sampel dapat dilihat pada Gambar 2. 

 
Keterangan: 

 
Gambar 2. Spektrum FTIR 

Tabel 1 menunjukkan indikasi gugus fungsional dari puncak serapan bahan baku, perlakuan 

konsentrasi enzim 4% dengan lama ekstraksi 12 jam, dan kolagen murni yang dapat terlihat 

perubahan puncak transmitansinya pada Gambar 1. Pada penelitian ini terdapat amida A dengan 

wilayah serapan 3350-3550 cm-1 yang memiliki karakteristik adanya renggangan NH (Erizal et al., 
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2014). Selain amida A, terdapat juga amida B yang mengindikasikan adanya gugus khas kolagen 

dengan wilayah serapan 2915-2935 cm-1 yang memiliki karakteristik adanya vibrisi regangan simetris 

dari gugus CH2 sesuai pernyataan (Coates et al., 2000). Pada bahan baku terdapat puncak serapan 

2325 cm-1 yang mengindikasikan adanya CO2, dimana sampel bahan baku ini ialah ceker ayam 

sebelum proses ekstraksi yang telah dipretreatment. Pada penelitian ini terdapat juga amida I dengan 

wilayah serapan 1600-1690 cm-1 yang memiliki karakteristik adanya vibrasi renggangan C=O dari 

ikatan peptida, dimana amida ini berperan sebagai indikator adanya protein kolagen (Mberato et al., 

2020). Pada kolagen murni dan perlakuan konsentrasi enzim 4% dan lama ekstraksi 12 jam terdapat 

indikasi gugus fungsional C-H bending pada gugus metil (-CH₃) yang sering ditemukan pada rantai 

samping asam amino di protein. Puncak dalam rentang 1045–1134 cm-1 menunjukkan adanya ikatan 

C–O yang terkait dengan kelompok hidroksil dari asam amino seperti hidroksiprolin dalam kolagen. 

Tabel 1. Identifikasi gugus fungsional 

Puncak Serapan (cm-1) 

Indikasi Gugus Fungsional 
Bahan Baku 

Konsentrasi Enzim 4% dan Lama 

Ekstraksi 12 Jam 
Kolagen Murni 

3445 3441 3411 NH stretching 

2933 2935 2934 Asimetrimetrikal stretching CH2 

2325 - - CO2 

1617 1622 1627 C=O stretching 

- 1375 1380 C-H bending 

1045 1090 1134 C-O 

 

Pada bahan baku terdapat indikasi gugus fungsi CO2 yang terdapat perubahan setelah proses 

ekstraksi. CO2 ini terlepas karena dari suhu 50˚C saat proses ekstraksi yang optimal bagi aktivitas 

enzim untuk bekerja, mengakibatkan pembebasan asam amino dan komponen lainnya yang 

kemungkinan dapat menyebabkan CO2 itu tereliminasi. Selain itu, terdapat perubahan dari spektrum 

bahan baku yang melemah pada puncak 1375-1380 cm-1 ke sampel kolagen menjadi lebih jelas yang 

disebabkan oleh vibrasi wragging CH2 dari gugus prolin berdasarkan pernyataan Fauziyyah (2017). 

Perubahan itu karena konsentrasi kolagen yang meningkat, dimana proses ekstraksi dapat 

menghasilkan konsentrasi kolagen yang lebih tinggi dan berkontribusi pada intensitas puncak yang 

lebih jelas.  

Jika kolagen terakumulasi dan tidak terdegradasi dapat meningkatkan tampilan puncak indikator 

kolagen, dimana puncak utama indikator kolagen terdapat pada amida I. Amida I sangat sensitif 

terhadap struktur sekunder protein khususnya struktur heliks-α yang merupakan struktur khas kolagen 

karena ikatan C=O dalam ikatan peptida sangat dominan dalam struktur kolagen. Sejalan dengan 

penelitian Suptijah et al. (2018) terdapat amida I pada kolagen dari kulit ikan patin dan didukung 

dengan penelitian Safithri et al. (2019) pada kolagen dari kulit ikan parang-parang. Bahan baku 

menunjukkan tanda-tanda adanya kolagen tetapi masih mengandung pengotor lainnya dan spektrum 

puncak indikator kolagennya masih lemah. Sampel perlakuan konsentrasi enzim 4% dengan lama 

ekstraksi 12 jam berhasil mengekstraksi kolagen dengan mempertahankan struktur dan komponen 

asam amino penting seperti hidroksiprolin, menunjukkan hasil ekstraksi yang efektif. Kolagen murni 

menunjukkan spektrum FTIR yang umumnya ideal pada kolagen dengan puncak-puncak yang 

mengonfirmasi struktur kolagen. 

 

Kadar Kolagen 

Hasil analisis keragaman menunjukkan bahwa interaksi antara konsentrasi enzim papain dan lama 

ekstraksi serta masing-masing faktor berpengaruh sangat nyata pada taraf 1% terhadap kadar kolagen. 
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Nilai rata-rata kadar kolagen ini berkisar antara 44,56% - 60,19% yang dapat dilihat pada Tabel 2.  

Tabel 2. Nilai rata-rata kadar kolagen (% bk) terhadap konsentrasi enzim papain dan lama ekstraksi 

kolagen ceker ayam 

Lama Ekstraksi (Jam) 
Konsentrasi Enzim Papain (%) 

0% 2% 4% 6% 

6 44,56±0,02g 46,27±0,14f 48,75±0,60e 46,53±0,30f 

12 46,04±0,15f 50,79±0,29d 54,34±0,42c 50,89±0,15d 

18 50,06±0,14de 55,64±0,31c 60,19±0,44a 57,53±0,58b 

Keterangan: bk, yaitu basis kering. Huruf yang berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan adanya perbedaan yang 

nyata pada taraf 5%. Data merupakan rata-rata dari dua kelompok percobaan. 

Tabel 2 menunjukkan hasil rata-rata kadar kolagen tertinggi terdapat pada konsentrasi enzim 4% 

dan lama ekstraksi 18 jam senilai 60,19% berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Sedangkan, hasil 

rata-rata terendah terdapat pada konsentrasi enzim 0% dan lama ekstraksi 6 jam senilai 44,56% 

berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Pada penelitian ini menunjukkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi enzim hingga 4% dan semakin lama ekstraksi, maka cenderung semakin tinggi kadar 

kolagen yang dihasilkan. 

Penggunaan konsentrasi enzim papain yang lebih tinggi dapat menurunkan kadar kolagen karena 

kemungkinan terjadi degradasi kolagen. Konsentrasi enzim yang optimal dalam penelitian ini, yaitu 

4% selaras dengan penelitian Cahyono et al. (2018) mengenai kadar protein dimana kolagen 

merupakan bagian dari protein, menyatakan bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim papain sampai 

batas tertentu, maka semakin tinggi juga jumlah protein yang dihasilkan, dimana sama halnya dengan 

jumlah kolagen. Semakin lama waktu ekstraksi yang diperlakukan dalam penelitian ini cenderung 

kadar kolagen semakin meningkat karena kolagen memiliki struktur tripel heliks yang membutuhkan 

waktu lebih lama untuk dilepaskan dari matriks jaringan ikat yang menyebabkan peningkatan kadar 

kolagen terjadi setelah waktu yang lebih lama dibandingkan peningkatan kadar protein totalnya.  

Pada penelitian ini, kadar kolagen yang didapatkan lebih tinggi daripada penelitian Endah 

Dwijayanti et al. (2023) yang juga menghitung kadar kolagen pada kulit ikan dengan jumlah rerata 

6,27%. Protein total lebih tinggi dibandingkan kadar kolagen pada penelitian ini, dikarenakan protein 

non kolagen kemungkinan terakumulasi yang terhitung dalam nilai total protein. 

 

Rendemen 

Hasil analisis keragaman menunjukkan bahwa interaksi antara konsentrasi enzim papain dan lama 

ekstraksi serta masing-masing faktor berpengaruh sangat nyata pada taraf 1% terhadap rendemen 

kolagen. Rendemen pada penelitian ini sangat kecil, kemungkinan karena pada proses pretreatment 

waktu perendaman yang dilakukan dengan NaOH sangat lama, yaitu 24 jam sehingga dapat 

berpotensi menyebabkan denaturasi kolagen atau pemecahan struktural kolagen itu sendiri 

berdasarkan pernyataan Mokhtar et al. (2017) juga pada proses ekstraksi, penggunaan pelarut yang 

lebih besar memberikan lebih banyak ruang bagi enzim atau bahan kimia untuk bekerja secara efisien 

dalam memecah dan melarutkan kolagen. Nilai rata-rata rendemen penelitian ini berkisar antara 

0,24% - 0,74% yang dapat dilihat pada Tabel 3. 

Tabel 3 menunjukkan bahwa rendemen tertinggi terdapat pada konsentrasi enzim 6% dan lama 

ekstraksi 18 jam senilai 0,74% berbeda nyata dengan perlakuan lainnya, diikuti oleh konsentrasi 6% 

dan lama ekstraksi 12 jam senilai 0,67%. Sedangkan, rendemen terendah terdapat pada konsentrasi 

enzim 0% dan lama ekstraksi 6 jam senilai 0,24% tidak signifikan dengan konsentrasi 0% dan lama 

ekstraksi 12 jam, diikuti oleh konsentrasi 0% dan lama ekstraksi 18 jam tidak signifikan dengan 
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konsentrasi 2% dan lama ekstraksi 6 jam. Dari rerata perlakuan konsentrasi berbeda nyata dengan 

nilai terendah pada konsentrasi 0% dan nilai tertinggi pada konsentrasi 6%. Juga rerata perlakuan 

lama ekstraksi berbeda nyata dengan nilai terendah pada 6 jam dan nilai tertinggi pada 18 jam.   

Tabel 3. Nilai rata-rata rendemen (% bk) pada perlakuan konsentrasi enzim papain dan lama ekstraksi 

kolagen ceker ayam 

Lama Ekstraksi (Jam) 
Konsentrasi Enzim Papain (%) 

0% 2% 4% 6% 

6 0,24±0,000j 0,30±0,011i 0,41±0,005g 0,48±0,007e 

12 0,26±0,006j 0,38±0,004h 0,50±0,007d 0,67±0,006b 

18 0,30±0,006i 0,45±0,004f 0,61±0,000c 0,74±0,001a 

Keterangan: bk, yaitu basis kering. Huruf yang berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan adanya perbedaan yang 

nyata pada taraf 5%. Data merupakan rata-rata dari dua kelompok percobaan. 

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim papain dan semakin 

lama ekstraksi, maka cenderung semakin tinggi juga nilai rendemen yang didapatkan selaras dengan 

penelitian gelatin oleh Haryati et al. (2019). Hal ini dapat mengakibatkan protein non kolagen akan 

terdegradasi dengan lebih efisien yang jika terpecah, kolagen menjadi lebih mudah diakses dan dapat 

terekstraksi lebih baik. Selain itu, juga meningkatkan penetrasi enzim ke dalam jaringan yang berarti 

enzim dapat menjangkau dan memecah ikatan peptida di bagian dalam jaringan. 

Hasil perlakuan konsentrasi enzim papain pada penelitian ini selaras dengan penelitian Rahmawati 

et al. (2020) dimana rata-rata rendemen menunjukkan kecenderungan peningkatan seiring dengan 

bertambahnya konsentrasi enzim papain, diduga karena semakin banyak substrat yang dapat 

berinteraksi dengan situs aktif enzim papain sehingga laju reaksi meningkat dan jumlah hasil 

reaksinya bertambah. Sedangkan, untuk hasil perlakuan lama ekstraksi pada penelitian ini selaras 

dengan penelitian Kusa et al. (2022) terjadi peningkatan jumlah rendemen seiring dengan 

meningkatnya waktu ekstraksi, ini diduga semakin banyak cairan yang dapat masuk ke dalam 

jaringan yang kemudian mempermudah proses pelarutan kolagen karena perpindahan molekul selama 

proses difusi dipengaruhi oleh durasi waktu. 

 

Kadar Keasaman (pH) 

Hasil analisis keragaman menunjukkan bahwa interaksi antara konsentrasi enzim papain dan lama 

ekstraksi serta masing-masing faktor berpengaruh sangat nyata pada taraf 1% terhadap kadar 

keasaman kolagen. Nilai rata-rata pH penelitian ini berkisar 6,00–7,00 dan memenuhi SNI 8076 

(2014), kecuali pada konsentrasi enzim 0% dengan rentang 6,50–8,00 yang dapat dilihat di Tabel 4. 

Tabel 4. Nilai rata-rata pH pada perlakuan konsentrasi enzim papain dan lama ekstraksi kolagen dari 

ceker ayam 

Lama Ekstraksi (Jam) 
Konsentrasi Enzim Papain (%) 

0% 2% 4% 6% 

6 6,20±0,01i 6,61±0,01ef 6,89±0,01b 7,00±0,01a 

12 6,01±0,01j 6,59±0,00f 6,72±0,01d 6,76±0,01c 

18 6,00±0,01j 6,50±0,01h 6,56±0,01g 6,64±0,01e 

Keterangan: huruf yang berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan adanya perbedaan yang nyata pada taraf 5%. 

Data merupakan rata-rata dari dua kelompok percobaan. 

Tabel 4 menunjukkan hasil rata-rata pH tertinggi terdapat pada konsentrasi enzim 6% dan lama 
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ekstraksi 6 jam senilai 7,00 berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Sedangkan, hasil rata-rata pH 

terendah terdapat pada perlakuan konsentrasi 0% dan lama ekstraksi 18 jam senilai 6,00, namun tidak 

berbeda nyata dengan perlakuan konsentrasi enzim 0% dan lama ekstraksi 12 jam senilai 6,01.  

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim papain dan semakin 

sedikit waktu ekstraksi, maka cenderung semakin meningkat nilai pH yang dihasilkan. Hal ini dapat 

diakibatkan oleh aktivitas enzim yang lebih cepat dalam memecah protein tanpa akumulasi asam yang 

signifikan, sehingga menghasilkan larutan dengan nilai pH yang lebih tinggi. 

Hasil perlakuan konsentrasi enzim papain pada penelitian ini selaras dengan penelitian Rahmawati 

et al. (2020) dimana rata-rata pH cenderung naik seiring dengan bertambahnya konsentrasi enzim 

papain. Sedangkan, untuk hasil perlakuan lama ekstraksi pada penelitian ini selaras dengan penelitian 

Yusuf (2021) dimana jika semakin lama ekstraksi maka nilai pH cenderung semakin rendah yang 

menunjukkan suatu keasaman. Hal ini, diduga karena selama ekstraksi kolagen penelitian ini 

menggunakan asam dalam melarutkan enzim yang digunakan dan kemungkinan terdapat sisa asam 

yang terserap dalam struktur bahan baku dan memengaruhi pH terutama dengan lamanya ekstraksi 

yang memperpanjang paparan bahan baku terhadap kondisi asam.  

 

Kadar Air 

Hasil analisis keragaman menunjukkan bahwa interaksi antara konsentrasi enzim papain dan lama 

ekstraksi serta masing-masing faktor berpengaruh sangat nyata pada taraf 1% terhadap kadar air 

kolagen. Nilai rata-rata kadar air ini berkisar antara 3,70% – 5,89% memenuhi syarat mutu kolagen 

maksimum 12% pada SNI 8076 (2014) yang dapat dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 5. Nilai rata-rata kadar air (% bk) pada perlakuan konsentrasi enzim papain dan lama ekstraksi 

kolagen ceker ayam 

Lama Ekstraksi (Jam) 
Konsentrasi Enzim Papain (%) 

0% 2% 4% 6% 

6 5,89±0,04a 5,70±0,02b 5,35±0,01d 4,60±0,02f 

12 5,65±0,01c 5,20±0,02d 4,53±0,04f 4,34±0,01h 

18 4,77±0,01e 4,44±0,03g 3,82±0,01i 3,70±0,01j 

Keterangan: bk, yaitu basis kering. Huruf yang berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan adanya perbedaan yang 

nyata pada taraf 5%. Data merupakan rata-rata dari dua kelompok percobaan. 

Tabel 5 menunjukkan hasil rata-rata kadar air tertinggi terdapat pada konsentrasi enzim 0% dengan 

lama ekstraksi 6 jam senilai 5,89% berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Sedangkan hasil rata-

rata terendah terdapat pada konsentrasi enzim 6% dengan lama ekstraksi 18 jam senilai 3,70% yang 

berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Pada penelitian ini menunjukkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi enzim papain dan semakin lama ekstraksi, maka cenderung semakin menurun nilai kadar 

air yang dihasilkan.  

Penurunan kadar air yang terjadi dengan meningkatnya konsentrasi enzim papain dan lama waktu 

ekstraksi kolagen disebabkan oleh proses pemecahan struktur kolagen yang mengurangi kapasitasnya 

untuk menahan air. Konsep isoklometrik mengacu pada kondisi dimana volume tetap. Dalam konteks 

ekstraksi kolagen, saat volume matriks kolagen relatif stabil, peningkatan interaksi antar molekul 

kolagen yang dihasilkan dari hidrolisis mengurangi ruang yang tersedia untuk menampung air bebas. 

Hal ini menyebabkan lebih banyak air terlepas dari sistem, sehingga menurunkan kadar air dalam 

produk akhir. 

Hasil perlakuan lama ekstraksi pada penelitian ini selaras dengan penelitian Ulfah (2011) dimana 

semakin lama waktu perendaman, kadar air cenderung semakin menurun. Hal ini diduga karena 
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semakin banyak air yang tereliminasi dari matriks kolagen, sejalan dengan degradasi dan pelepasan 

protein-protein non kolagen. Pada penelitian ini, semakin tinggi konsentrasi enzim papain cenderung 

semakin menurun nilai kadar air yang dihasilkan. Hal ini diduga karena enzim papain berfungsi untuk 

memecah protein-protein non kolagen dan proses ini mengakibatkan pengurangan kadar air karena 

protein lain yang menyerap air telah terpecah dan dihilangkan. 

 

Kadar Abu 

Hasil analisis keragaman menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi enzim papain dan lama 

ekstraksi berpengaruh sangat nyata pada taraf 1%, tetapi interaksi antara keduanya tidak 

menunjukkan pengaruh signifikan terhadap kadar abu kolagen. Nilai rata-rata kadar abu ini berkisar 

antara 0,71% – 0,99% memenuhi syarat mutu kolagen maksimum 1% pada SNI 8076 (2014) yang 

dapat dilihat pada Tabel 6. 

Tabel 6. Nilai rata-rata kadar abu (% bk) pada perlakuan konsentrasi enzim papain dan lama ekstraksi 

kolagen ceker ayam 

Lama Ekstraksi (Jam) 
Konsentrasi Enzim Papain (%) Rerata 

0% 2% 4% 6%  

6 0,96±0,01 0,87±0,01 0,75±0,01 0,71±0,02 0,82±0,01c 

12 0,97±0,01 0,89±0,00 0,82±0,02 0,74±0,00 0,85±0,01b 

18 0,99±0,00 0,94±0,00 0,85±0,03 0,79±0,00 089±0,01a 

Rerata 0,97±0,01a 0,90±0,00b 0,81±0,02c 0,75±0,01d  
Keterangan: bk, yaitu basis kering. Huruf yang berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan adanya perbedaan yang 

nyata pada taraf 5%. Data merupakan rata-rata dari dua kelompok percobaan. 

Tabel 6 menunjukkan rata-rata kadar abu tertinggi pada perlakuan konsentrasi enzim 0% senilai 

0,97% berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Sedangkan, rata-rata kadar abu terendah pada 

konsentrasi enzim 6% senilai 0,75% berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Dari rerata perlakuan 

lama ekstraksi, kadar abu tertinggi dengan lama 18 jam senilai 0,89% yang berbeda nyata dengan 

perlakuan lainnya dan terendah dengan lama 6 jam senilai 0,82% yang berbeda nyata dengan 

perlakuan lainnya.  

Interaksi antara perlakuan konsentrasi enzim papain dan lama ekstraksi kolagen ceker ayam tidak 

berpengaruh pada kadar abu karena adanya proses pretreatment yang sebagian besar zat anorganik 

telah terbuang, sehingga kadar abu yang tersisa hanya berasal dari mineral yang sulit larut atau terikat 

erat dalam jaringan yang tidak mudah larut oleh NaOH yang digunakan dalam proses pretreatment. 

Kadar abu setelah pretreatment telah stabil dan konstan, sehingga setelah ekstraksi interaksi kedua 

perlakuan yang dilakukan tidak signifikan dan semua perlakuan pada penelitian ini memenuhi SNI 

8076 (2014). 

Hal tersebut pada penelitian ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim papain dan 

semakin sedikit waktu ekstraksi, maka cenderung semakin menurun nilai kadar abu yang dihasilkan. 

Hasil perlakuan konsentrasi enzim papain pada penelitian ini selaras dengan penelitian Rahmawati et 

al. (2020) dimana kadar abu cenderung menurun seiring dengan meningkatnya konsentrasi enzim 

papain kemungkinan karena enzim memecah lebih banyak material organik dalam proses ekstraksi. 

Pada penelitian ini, jika semakin lama ekstraksi maka nilai kadar abu cenderung semakin meningkat 

diduga karena waktu ekstraksi yang lebih lama meningkatkan pelepasan sisa komponen non kolagen 

termasuk sisa mineral yang masih ada dalam bahan baku dapat ikut terlarut selama proses ekstraksi 

yang berkontribusi pada peningkatan kadar abu.  
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Kadar Protein 

Hasil analisis keragaman menunjukkan bahwa interaksi antara konsentrasi enzim papain dan lama 

ekstraksi serta masing-masing faktor berpengaruh sangat nyata pada taraf 1% terhadap kadar protein 

kolagen. Nilai rata-rata kadar protein ini berkisar antara 75,55% – 90,32% yang dapat dilihat pada 

Tabel 7. 

Tabel 7. Nilai rata-rata kadar protein (% bk) pada perlakuan konsentrasi enzim papain dan lama 

ekstraksi kolagen ceker ayam 

Lama Ekstraksi (Jam) 
Konsentrasi Enzim Papain (%) 

0% 2% 4% 6% 

6 75,55±0,03k 83,79±0,08e 87,11±0,06b 80,17±0,08h 

12 79,12±0,06i 85,37±0,02d 90,32±0,16a 82,66±0,01f 

18 76,54±0,06j 86,36±0,09c 85,29±0,06d 81,29±007g 

Keterangan: bk, yaitu basis kering. Huruf yang berbeda di belakang nilai rata-rata menunjukkan adanya perbedaan yang 

nyata pada taraf 5%. Data merupakan rata-rata dari dua kelompok percobaan. 

Tabel 7 menunjukkan hasil rata-rata kadar protein tertinggi terdapat pada konsentrasi enzim 4% 

dan lama ekstraksi 12 jam senilai 90,32% berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Sedangkan, hasil 

rata-rata terendah terdapat pada konsentrasi enzim 0% dan lama ekstraksi 6 jam senilai 75,55% 

berbeda nyata dengan perlakuan lainnya. Dari rerata perlakuan konsentrasi enzim papain dan lama 

ekstraksi pada penelitian ini, nilai terendah pada konsentrasi enzim 0% dan nilai tertinggi pada 

konsentrasi enzim 4% di 6 jam dan 12 jam, di 18 jam dengan konsentrasi enzim 2%.  

Kondisi optimal untuk ekstraksi kolagen dari ceker ayam berdasarkan hasil penelitian ini adalah 

menggunakan konsentrasi enzim papain 4% dengan lama ekstraksi 12 jam yang menghasilkan kadar 

protein tertinggi. Pada penelitian ini yang optimal menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi 

hingga 4% dan semakin lama ekstraksi hingga 12 jam, maka cenderung semakin tinggi kadar protein 

yang dihasilkan. Penggunaan konsentrasi enzim papain yang lebih tinggi dan waktu ekstraksi yang 

lebih lama dapat menurunkan kadar protein karena kemungkinan terjadi degradasi protein. 

Hasil perlakuan lama ekstraksi pada penelitian ini selaras dengan penelitian Miskiyah et al. (2022) 

dimana semakin lama waktu perendaman maka kadar protein yang dihasilkan semakin kecil. Hal ini 

diduga karena papain sebagai enzim proteolitik dapat memecah protein menjadi peptida dan asam 

amino jika waktu kontaknya terlalu lama. Hasil perlakuan konsentrasi enzim papain pada penelitian 

ini selaras dengan penelitian Cahyono et al. (2018) dimana semakin tinggi konsentrasi enzim papain 

sampai batas tertentu, maka semakin tinggi juga jumlah protein yang dihasilkan. Hal ini diduga 

semakin tinggi konsentrasi enzim papain hingga batas tertentu, jumlah protein yang dihasilkan 

semakin tinggi karena enzim papain lebih banyak tersedia untuk menghidrolisis kolagen menjadi 

bentuk protein larut. Namun, di atas konsentrasi tertentu, enzim berlebih dapat menyebabkan 

overhidrolisis, dimana protein dipecah menjadi fragmen kecil atau asam amino sehingga pada 

konsentrasi tinggi, hasil protein dapat menurun.   

 

KESIMPULAN  

 

Kesimpulan 

Pada penelitian ini dilakukan uji kuantitatif yang terdapat uji ninhidrin dan FTIR. Uji ninhidrin 

menunjukkan bahwa ekstraksi kolagen berhasil melepaskan asam amino yang bereaksi dengan 

ninhidrin menghasilkan warna ungu. Juga didukung oleh uji FTIR yang menunjukkan keberhasilan 

dalam mengekstraksi kolagen dengan mempertahankan struktur dan komponennya. Perlakuan 
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konsentrasi enzim papain dan lama ekstraksi serta interaksi antara keduanya sangat berpengaruh 

terhadap rendemen, pH, kadar air, dan kadar protein pada kolagen. Konsentrasi enzim papain dan 

lama ekstraksi berpengaruh, tetapi interaksi antara kedua perlakuan terhadap kadar abu tidak 

berpengaruh. Perlakuan dalam menghasilkan kolagen tertinggi dari kadar kolagen berdasarlan uji 

kuantitatifnya menggunakan spektrofotometer UV-Vis, yaitu konsentrasi enzim papain 4% dan lama 

ekstraksi 18 jam senilai 60,19%. Karakteristik kolagen yang dihasilkan adalah rendemen 0,61%, pH 

6,56, kadar air 3,82%, kadar abu 0,85%, dan kadar protein 85,29%. Perlakuan dalam menghasilkan 

kolagen tertinggi dari kadar kolagen berdasarlan uji kuantitatifnya menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis, yaitu konsentrasi enzim papain 4% dan lama ekstraksi 18 jam senilai 60,19%. Karakteristik 

kolagen yang dihasilkan adalah rendemen 0,61%, pH 6,56, kadar air 3,82%, kadar abu 0,85%, dan 

kadar protein 85,29%.   

 

Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disarankan untuk mengekstraksi kolagen ceker ayam 

dengan perlakuan konsentrasi enzim 4% dan lama ekstraksi 18 jam untuk mendapatkan kadar kolagen 

tertinggi. Rendemen yang didapatkan sangat kecil dan disarankan juga melakukan penelitian lebih 

lanjut terkait faktor lama perendaman dengan larutan basa NaOH pada proses pretreatment serta 

faktor perbandingan antara bahan baku dan pelarut pada proses ekstraksi. Selain itu, disarankan untuk 

uji aktivitas enzim sebelum digunakan. 
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