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LAPORAN AKHIR 

Judul (Title) 

Optimasi reaksi hidrolisis gelatin dari sisik ikan kakap putih (Lates 

calcarifer) metode autoklaf dan sonikasi dengan enzim protease 

Latar Belakang (Background) 

Gelatin adalah protein yang dapat diperoleh melalui proses denaturasi panas dan 

hidrolisis kolagen dari tulang, kulit dan jaringan serat putih dari hewan. 

(Bhernama, 2020). Umumnya, gelatin terbuat dari kulit dan tulang mamalia 

seperti babi dan sapi.  Namun, karena banyaknya penolakan dari beberapa 

komunitas seperti Hindu dan Muslim. Untuk alasan ini, sumber gelatin 

diperoleh dari ikan (Wangtueai et al., 2016). Pada saat pengolahan, ikan 

memiliki beberapa produk samping seperti kulit, sisik, dan tulang, dari berat 

ikan akan menyumbang 50-70% dari produk samping yang selanjutnya akan 

menjadi limbah limbah (Cao et al., 2017). Karena banyaknya produk samping 

dari ikan dan peminat ikan cukup tinggi sehingga penggunaan produk samping 

dari ikan tersebut (Tkaczewska et al., 2020). Ikan ini juga banyak diminati oleh 

masyarakat karena ikan kakap putih memiliki kandungan protein 20%, 5% 

lemak dan omega 3 (Bhernama, 2020).  Berdasarkan penelitian sebelumnya, 

ekstraksi gelatin telah dilakukan dari sisik kakap putih (Lates calcarifer) dengan 

menggunakan metode autoclave dan sonikasi. Pada penelitian ini, metode 

autoclave menggunakan variasi waktu dan diperoleh hasil terbaik dalam 

menggunakan asam asetat dan waktu ekstraksi 90 menit (Hanifa, 2022). Pada 

metode sonikasi menggunakan variasi suhu, pada suhu 60°C dan dihidrolisis 

menggunakan air jeruk nipis (1:3) diperoleh hasil gelatin terbaik (Nafi'ah, 

2022). Hidrolisat gelatin memiliki berbagai manfaat dalam aplikasi farmasi dan 

makanan. Hidrolisis gelatin dapat dilakukan secara enzimatik. Hidrolisis 

enzimatik adalah metode untuk meningkatkan nilai gizi dan aktivitas protein 

dengan mengubah protein konsumsi rendah menjadi produk protein bernilai 

tinggi. Faktor krusial dalam hidrolisis enzimatik adalah pH, suhu, rasio 

enzim/substrat, waktu hidrolisis, jenis enzim dan substrat (Tekle et al., 2022).  

Hidrolisis gelatin dengan enzim akan meningkatkan bioaktivitasnya (Habbib et 

al., 2020). Optimasi dilakukan untuk mendapatkan hidrolisat gelatin yang baik 

(Mirzapour-Kouhdasht et al., 2020). Dalam penelitian (Mohammad et al., 2015) 

optimasi gelatin dilakukan pada variasi konsentrasi enzim, suhu, dan waktu 

yang berbeda. Variasi konsentrasi enzim yang dilakukan adalah 0,5%, 1% dan 

1,5%. Selanjutnya, variasi suhu 50⁰C, 57,5⁰C dan 65⁰C. Sedangkan untuk variasi 

waktunya, yakni 40 menit, 60 menit, dan 80 menit. Pada penelitian ini, hasil 
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terbaik diperoleh pada rasio enzim 1,2% berbanding 57,6⁰C bila digunakan 80 

menit.  

Berdasarkan uraian di atas, gelatin hidrolisat dari kakap putih (Lates calcarifer) 

dengan metode autoclave menggunakan asam asetat. Oleh karena itu, tujuan 

penelitian ini adalah untuk menghidrolisis gelatin menggunakan enzim protease 

dengan menggunakan pengaruh parameter hidrolisis yaitu variasi enzim sebesar 

0,5%, 1%, dan 1,5%. Serta variasi suhu 45⁰C, 55⁰ C dan 65⁰C serta variasi waktu 

pada 30 menit, 60 menit dan 90 menit. Sedangkan untuk penentuan pengaruh 

variabel independen menggunakan Response Surface Methodology. 

Tujuan Riset (Objective) 

Tujuan penelitian ini adalah untuk menghidrolisis gelatin menggunakan enzim 

protease dengan menggunakan pengaruh parameter hidrolisis yaitu variasi 

enzim sebesar 0,5%, 1%, dan 1,5%. Serta variasi suhu 45⁰C, 55⁰C dan 65⁰C serta 

variasi waktu pada 30 menit, 60 menit dan 90 menit. Sedangkan untuk 

penentuan pengaruh variabel independen menggunakan Response Surface 

Methodology. 

Metodologi (Method) 

Degreasing dan demineralisasi sisik ikan 

Prosedur degreasing mengacu pada metode yang digunakan dalam Erizal et al. 

(2018) dan dimodifikasi. Limbah timbangan barramundi dibersihkan dari 

kotoran pada permukaannya dengan cara direndam dengan surfaktan selama 24 

jam dan disimpan dalam lemari es. Kemudian dicuci dengan aquadest dan 

dikeringkan. Setelah sisik ikan dikeringkan, dilakukan penimbangan terhadap 

sisik ikan yang telah dikeringkan. Sisik ikan yang telah dikeringkan, kemudian 

direndam dengan asam. Asam yang digunakan adalah perasan kapur 1: 3 (w / v) 

selama 24 jam, dan disimpan di lemari es. Kemudian bilas dengan air mengalir 

hingga pH timbangan barramundi netral (Wonganu, 2020). 

Ekstraksi Gelatin dari Sisik Ikan 

Sisik ikan demineralisasi yang diperoleh (ossein) ditambahkan aquadest dengan 

perbandingan 1: 2. Kemudian, proses ekstraksi dilakukan dengan menggunakan 

autoclave pada suhu 121°C dengan variasi waktu 30 menit, 60 menit, dan 90 

menit. Hasil ekstraksi disaring dan diletakkan di atas baki datar. Hasil ekstraksi 

telah diletakkan di atas nampan dan dikeringkan menggunakan oven pada suhu 

50 – 60°C selama 24 jam sampai terbentuk lembaran gelatin. Lembaran gelatin 
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yang terbentuk dipotong kecil-kecil dan dihaluskan dengan blender sampai 

terbentuk bubuk gelatin. 

Metode permukaan respons menggunakan Desain Box Behnken 

Desain penelitian berdasarkan (Zhang et al., 2022) program ahli desain RSM 

11. Metode BBD tiga faktor dan dua respon terdiri dari 15 uji coba acak. 

Berdasarkan hasil eksperimen masing-masing percobaan, setiap model dipasang 

untuk menghitung setiap nilai respon (Nursal, 2022). 

Hidrolisis gelatin ikan menggunakan protease 

Hidrolisis gelatin mengacu pada (Mohammad et al., 2015) sejumlah larutan 

gelatin 5% (b/v) dimasukkan ke dalam wadah reaksi, kemudian suhu diatur 

sesuai suhu yang ditentukan (45, 55, 65°C), pH larutan diatur ke pH 8 dengan 

penambahan NaOH 2 N. Kemudian masukkan enzim protease sesuai 

konsentrasi yang diharapkan (0,5%, 1%, 1,5%), dan reaksi dilakukan dengan 

mengaduk 300 rpm pada waktu reaksi yang ditentukan (30, 60, 90 menit). 

Reaksi hidrolisis dihentikan dengan mengatur suhu ke 90⁰C selama 10 menit. 

Hidrolisat gelatin yang dihasilkan dikeringkan menggunakan pengering beku 

dan disimpan dalam wadah vakum di tempat yang kering.  

Menentukan derajat hidrolisis peptida gelatin 

Setelah mendapatkan produk hidrolisat gelatin pada 15 perlakuan, nilai hasil, 

kandungan protein dengan metode Bradford dan penentuan tingkat hidrolisis 

ditentukan. Tingkat hidrolisis (DH) dihitung berdasarkan metode persen rasio 

asam trikloroasetat (TCA). Setelah hidrolisis, 10 mL hidrolisat dicampur dengan 

10 mL TCA 20%. Campuran diaduk selama 1 menit dan kemudian 

disentrifugasi pada 10.000 x g selama 15 menit (Wangtueai et al., 2016). 

Selanjutnya, kandungan protein supernatan ditentukan dengan metode 

Bradford. 

Derajat hidrolisis protein dihitung berdasarkan rumus (Amril, 2017): 

DHP = (Po-Pt)/Po x 100 

DHP = Derajat hidrolisis protein 

Po = Kandungan protein sebelum hidrolisis 
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Pt = Kandungan protein setelah hidrolisis pada periode t 

Diagram Alir Penelitian 

 

Hasil dan pembahasan 

Pengujian rendemen merupakan salah satu factor penting dalam produksi 

gelatin. Rendemen akan menunjukan efisiensi dan efektifitas dalam proses 

produksi gelatin. Rendemen dihitung dengan membandingkan berat gelatin 

yang dihasilkan dengan berat sisik kering atau berat sisik kering setelah proses 

degreasing (Islami & Rostika, 2018). 

 

 
Gambar 1. Hasil Gelatin Barramundi berdasarkan metode ekstraksi yang 

berbeda 

Hidrolisis gelatin dilakukan dengan variasi konsentrasi E/S, suhu dan waktu 

hidrolisis. Enzim yang digunakan yaitu enzim protease yang termasuk pada 
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enzim proteolitik. Berdasarkan rancangan desain RSM yang didapatkan 15 

perlakuan percobaan dengan konsentrasi enzim yang digunakan yaitu 0,5%, 1% 

dan 1,5%. Variasi suhu pada penelitian ini yaitu 45C, 55C dan 65C. 

Sedangkan, variasi waktu hidrolisis yaitu 30 menit, 60 menit dan 90 menit. 

selanjutnya hidrolisat 19 dipanaskan pada suhu 90C selama 10 menit untuk 

menghentikan reaksi hidrolisis yang berlangsung. Setelah itu dihitung nilai 

rendemen yang didapatkan kemudian dilanjutkan untuk menentukan nilai 

persentase derajat hidrolisis pada hidrolisat tersebut. Seperti pada tabel 2 

dibawah ini 

 

Tabel 1. Desain Eksperimental dan Nilai Variabel 

Variabel -1 0 1 

Suhu (°C), 45 55 65 

Waktu (menit) 30 60 90 

E/S (% v/b) 0,5 1 1,5 

 

Tabel 2. Desain eksperimental berdasarkan Box Behnken Design (BBD) 

Perlakuan X1 X2 X3 Nilai Hasil % DH 

1 1 55 60 Y1 Y2 

2 1.5 55 90 Y1 Y2 

3 1.5 45 60 Y1 Y2 

4 1 45 30 Y1 Y2 

5 0.5 65 60 Y1 Y2 

6 0.5 55 30 Y1 Y2 

7 0.5 55 90 Y1 Y2 

8 1 45 90 Y1 Y2 

9 1 55 60 Y1 Y2 

10 1.5 65 60 Y1 Y2 

11 1.5 55 30 Y1 Y2 

12 1 65 30 Y1 Y2 

13 0.5 45 60 Y1 Y2 

14 1 55 60 Y1 Y2 

15 1 65 90 Y1 Y2 

 

 

Tabel 4. Nilai hasil gelatin hidrolisat Barramundi menggunakan ekstraksi 

autoklaf  

Perlakuan X1 X2 X3 
Nilai 

Hasil 
% Hidrolisat 

Nilai 

DH(%) 

1 1 55 60 21 mg 42% 88,1 

2 1.5 55 90 19 mg 38% 79,7 

3 1.5 45 60 25,8 mg 51,6% 86,7 

4 1 45 30 25,3 mg 50,6% 91,4 
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5 0.5 65 60 24 mg 48% 88,3 

6 0.5 55 30 27,8 mg 55,6% 83,1 

7 0.5 55 90 13,4 mg 26,8% 89,5 

8 1 45 90 30,1 mg 60,2% 82,5 

9 1 55 60 28,4 mg 56,8% 85,0 

10 1.5 65 60 55,6 mg 111,2% 87 

11 1.5 55 30 35 mg 70% 81,7 

12 1 65 30 44,4 mg 88,8% 86,7 

13 0.5 45 60 35,2 mg 70,4% 89,7 

14 1 55 60 33,3 mg 66,6% 83,6 

15 1 65 90 38,7 mg 77,4% 82,5 

 

Rendemen hidrolisat gelatin ekstraksi autoklaf yang dihasilkan berkisar antara 

26,8% sampai 97,2%. Rendemen hidrolisat gelatin tertinggi pada konsentrasi 

E/S 1,5% pada suhu 65C dengan waktu hidrolisis 60 menit. Hal ini karena 

konsentrasi enzim, suhu dan waktu merupakan faktor yang mempengaruhi 

kondisi enzim. Semakin tinggi konsentrasi enzim, semakin tinggi suhu, dan 

semakin lama waktu reaksi enzim maka semakin cepat reaksi yang berlangsung 

(Soeka et al., 2011). Enzim protease ini merupakan enzim yang stabil pada pH 

8 dengan suhu sampai 65C dan waktu hingga 60 menit (Mardina et al., 2020). 

Enzim protease termasuk pada enzim proteolitik. Enzim ini mampu 

menghidrolisis protein menjadi peptide-peptida dan asam amino yang larut. 

Serta enzim ini mampu mengurai protein rantai yang lebih pendek atau lebih 

sederhana (Sumardi et al., 2020). 

 

Tabel 5. Nilai hasil gelatin hidrolisat Barramundi menggunakan ekstraksi 

ultrasonikasi 
Perlakuan E/S Suhu Waktu % Rendemen % DH 

1 1 55 60 66 57,9 
2 1,5 55 90 51,6 64 

3 1,5 45 60 50,4 62,2 

4 1 45 30 30,6 61,6 
5 0,5 65 60 68,4 58,2 

6 0,5 55 30 66,6 61,9 

7 0,5 55 90 66 57,6 
8 1 45 90 64,2 68,6 

9 1 55 60 84,4 57,4 

10 1,5 65 60 74,4 60,8 
11 1,5 55 30 71,8 64,8 

12 1 65 30 68 63 

13 0,5 45 60 52,6 63,2 
14 1 55 60 66,2 65,9 

15 1 65 90 75 61,6 
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Hasil hidrolisat gelatin yang telah dihidrolisis dilakukan pengujian derajat 

hidrolisis. Pengukuran derajat hidrolisis bisa dilakukan dengan menggunakan 

TCA 10%, yang direaksikan dengan pereaksi Bradford. Dan diukur 

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm. Standar yang 

digunakan untuk mengukur derajat hidrolisis yaitu menggunakan BSA. Nilai 

perolehan persentase DH berkisar dari 79,7% sampai 89,7%. Persentase 

didapatkan derajat hidrolisis didapatkan hasil hidrolisat terendah pada 

konsentrasi enzim 1,5%, dengan suhu 55C dan lama waktu reaksi 90 menit. 

didapatkan nilai DH yaitu 79,1%. Sedangkan untuk persentase DH tertinggi 

didapatkan pada konsentrasi enzim 1% pada suhu 45C dengan lama waktu 

reaksi 30 menit dengan nilai perolehan DH 97,2%. 
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Lampiran Log Book 

No Tanggal Kegiatan 

1 1 - 17 Desember 2022 Pengadaan sisik ikan, determinasi dan 

persiapan ekstraksi  

2 2 – 28 Januari 2023 1. Ekstrasi Gelatin dengan Metode Autoklaf 

dan Ultrasonikasi.  

2. Penentuan titik optimasi dengan RSM 

metode BBD 

3 1 – 28 Februari 2023 Pengumpulan gelatin hasil ektraksi dan 

penentuan rendemen, kadar air, dan FTIR 

gelatin hasil ekstraksi autoklaf dan 

ultrasonikasi 

4 1 – 17 Maret 2023 Optimasi hidrolisis gelatin ekstraksi  

5 20 – 31 Maret 2023 Hidrolisis Gelatin dengan enzim pada gelatin 

ekstraksi autoklaf 

6 3 -15 April 2023 Hidrolisis Gelatin dengan enzim pada gelatin 

ekstraksi ultrasonikasi 

7 17 April – 6 Mei 2023 Penentuan rendemen hidrolisat gelatin dan 

pengukuran derajat hidrolisis hidrolisat gelatin 

8 8 – 27 Mei 2023 Pengolahan data DH hidrolisat gelatin dan 

pengolahan data RSM 
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