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ABSTRAK
Latar belakang: Tulang ceker ayam merupakan hasil samping yang berpotensi
dimanfaatkan sebagai sumber peptida kelat kalsium. Kajian mengenai pengaruh
kombinasi hidrolisis enzimatik dan fermentasi terhadap karakteristik peptida kelat
kalsium dari bahan tersebut masih terbatas sehingga diperlukan evaluasi kondisi
proses yang sesuai.

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh waktu hidrolisis
dan fermentasi terhadap kadar protein kasar dan kadar kalsium pada kelat kalsium
yang dihasilkan dari tulang ceker ayam.

Metode: Metode penelitian menggunakan rancangan faktorial 3 x 2 dengan faktor
waktu hidrolisis (3, 6, dan 9 jam) dan waktu fermentasi (18 dan 24 jam). Parameter
yang diamati meliputi kadar protein kasar, kadar kalsium, dan karakteristik
proksimat. Data dianalisis menggunakan analisis ragam (ANOVA) dan dilanjutkan
dengan uji Duncan pada taraf nyata 5%.

Hasil dan Pembahasan: Hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan waktu
hidrolisis dan fermentasi menghasilkan perbedaan kadar protein kasar dan
kalsium. Kadar protein kasar tertinggi sebesar 40,06+0,03% dan kadar kalsium
tertinggi sebesar 3,847+0,02 mg/100g bk diperoleh pada perlakuan hidrolisis 3 jam
dan fermentasi 24 jam (H1F2).

Kesimpulan: Variasi waktu proses memengaruhi karakteristik peptida yang
dihasilkan dari tulang ceker ayam. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
kombinasi hidrolisis enzimatik dan fermentasi berpotensi dimanfaatkan dalam
pengembangan bahan fortifikasi pangan berbasis sumber daya lokal.

KATA KUNCI
Fermentasi; Fortifikasi Pangan; Hidrolisis Enzimatik; Peptida Kelat Kalsium;
Tulang Ceker Ayam.

ABSTRACT
Background: Chicken foot bones are a byproduct with potential for use as a source of
calcium-chelating peptides. Studies on the effect of a combination of enzymatic hydrolysis
and fermentation on the characteristics of calcium-chelating peptides from this material
remain limited; therefore, an evaluation of appropriate process conditions is needed.

Objectives: This study aims to evaluate the effects of hydrolysis and fermentation times on
crude protein and calcium content in calcium chelates produced from chicken feet bones.
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Methods: The study employed a 3 x 2 factorial design with hydrolysis time (3, 6, and 9 hours)
and fermentation time (18 and 24 hours) as factors. The parameters observed included crude
protein content, calcium content, and proximate characteristics. The data were analyzed
using analysis of variance (ANOVA) and followed by Duncan’s multiple range test at a 5%
significance level.

Results and Discussion: The results showed that increasing hydrolysis and fermentation
times resulted in differences in crude protein and calcium content. The highest crude protein
content of 40.06+0.03% and the highest calcium content of 3.847+0.02 mg/100 g dry weight
were obtained in the treatment with 3 hours of hydrolysis and 24 hours of fermentation
(HIF2).

Conclusion: Variations in processing time affected the characteristics of the peptides
produced from chicken feet bones. The results of this study indicate that the combination of
enzymatic hydrolysis and fermentation has the potential to be utilized in the development of
food fortification ingredientsbased on local resources.

KEYWORDS
Calcium-Chelating Peptides; Chicken Feet Bones; Enzymatic Hydrolysis; Fermentation, Food
Fortification.
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Pengaruh Waktu Hidrolisis dan Fermentasi terhadap Karakteristik
Peptida Kelat Kalsium dari Tulang Ceker Ayam

1. Pendahuluan

Sekitar 50% masyarakat Indonesia masih memiliki asupan kalsium yang rendah (Kekalih
dkk., 2025). Rata-rata konsumsi kalsium orang dewasa dilaporkan hanya sekitar 254 mg/
hari, masih jauh di bawah rekomendasi asupan harian sebesar 1.000-1.200 mg/hari
(Bardosono dkk., 2020). Kondisi ini dapat memicu berbagai jenis penyakit kronis seperti
osteoporosis, kanker usus besar, tekanan darah tinggi, osteomalasia, batu ginjal, dan
anggunan kesehatan lainnya (Naghshi dkk., 2022; Siembab dkk., 2025).

Kalsium (Ca) sendiri merupakan unsur mineral yang berperan penting bagi kesehatan
manusia, terutama dalam menjaga kekuatan tulang serta mendukung proses metabolisme
vital lainnya seperti kontraksi otot, pembekuan darah, sekresi kelenjar dan konduksi saraf
(Liao dkk., 2020). Proses biologis normal tubuh manusia melibatkan unsur kalsium sekitar
1,5-2,2% dari total berat badan (Zhang dkk., 2021). Kalsium dalam tubuh manusia bersifat
anorganik yang melimpah namun keberadaannya dapat berkurang dan bisa diisi kembali
melalui asupan makanan (Zhang & Liu, 2022). Kebutuhan kalsium masyarakat umumnya
dipenuhi melalui konsumsi berbagai sumber pangan, seperti sayuran, buah-buahan, susu,
telur, dan kacang-kacangan. Sumber kalsium yang umum digunakan seperti kalsium
karbonat dan kalsium fosfat memiliki keterbatasan karena mudah membentuk presipitasi
di saluran pencernaan sehingga bioavailabilitasnya rendah pula (Zhang dkk., 2021),
suplemen berbasis kalsium laktat, kalsium sitrat, dan kalsium glukonat, mudah
mengalami pengendapan meskipun memiliki kelarutan yang lebih baik. Di sisi lain,
terdapat tulang-belulang yang berpotensi dikembangkan sebagai sumber kalsium pangan.
Namun, sebagian besar tulang masih dimanfaatkan sebagai bahan tambahan pakan
meskipun memiliki kandungan protein dan mineral yang tinggi. Tulang ceker ayam
diketahui memiliki potensi sebagai bahan baku sumber kalsium pangan karena
mengandung mineral dan protein yang cukup tinggi (Yusran, 2024). Akan tetapi, mineral
pada tulang umumnya berada dalam bentuk hidroksiapatit dengan kelarutan rendah
dalam saluran pencernaan manusia Muntean dkk., (2024) sehingga membutuhkan
modifikasi metode ekstraksi yang tepat.

Kajian mengenai kombinasi hidrolisis dan fermentasi terhadap pembentukan peptida
kelat kalsium dari tulang ceker ayam masih terbatas. Metode ini berpotensi mengatasi
keterbatasan hidrolisis alkali yang umum digunakan namun kurang efisien sehingga
senyawa kalsium masih kompleks. Ekstraksi melalui hidrolisis enzim dapat memecah
senyawa kalsium menjadi lebih sederhana. Fermentasi menggunakan bakteri tertentu
dapat meningkatkan peptida bioaktif yang berkontribusi dalam meningkatkan mutu dan
nilai gizi produk (Taufik dkk., 2018). Metode ini berpotensi menghasilkan peptida yang
dapat berperan sebagai pengikat ion kalsium ke dalam sel sehingga mudah diserap (Fan
dkk., 2025).

Peptida kelat kalsium merupakan salah satu pendekatan yang banyak dikaji dalam
pengembangan sumber kalsium berbasis protein. Kompleks ini memiliki kelarutan yang
baik serta mampu meningkatkan stabilitas dan bioavailabilitas kalsium dalam tubuh
(Wang dkk., 2020). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa peptida kelat kalsium yang
berasal dari berbagai bahan, seperti biji kenari, kacang tanah, kulit ikan, dan biji kemangi
lemon, memiliki kemampuan mengikat kalsium dan meningkatkan bioavailabilitas
mineral tersebut (Bu dkk., 2024; Dai dkk., 2024; Ding dkk., 2025; Kheeree dkk., 2022).

Penggunaan tepung tulang ceker ayam diharapkan protein yang menempel pada tulang
dapat dimanfaatkan mencukupi pembentukan peptida. Kelat kalsium yang kekurangan
peptida akan mengurangi daya ikat asam amino sehingga saat kalsium ionik rendah akan
menurunkan bioavailabilitas dan bersifat toksik saat konsentrasi ionik kalsium tinggi
(Zhang dkk., 2021). Peptida kelat kalsium juga dapat menghambat pembentukan fosfat
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Han dkk., (2024) dan senyawa lain yang tidak larut di usus. Ekstraksi tulang ceker ayam
menjadi peptida dapat mengatasi keterbatasan kalsium klorida, kalsium karbonat, kalsium
hidroksida dan garam kalsium anorganik lainnya yang mudah mengendap sehingga sulit
dicerna (Liang dkk., 2016). Oleh karena itu pemanfaatan tulang ceker ayam sebagai sumber
peptida bioaktif menjadi pendekatan strategis pengembangan bahan fortifikasi pangan
yang mengandung mineral berbasis protein (Islamy dkk., 2024; Muthiah dkk., 2024).

Hidrolisis enzimatik menggunakan papain untuk memecah protein menjadi lebih
sederhana dan enzim pepsin untuk mengekstrak kalsium tulang. Selanjutnya difermentasi
menggunakan bakteri Lactobacillus bulgaricus untuk mendapatkan kaldu polipeptida yang
kaya bioaktif pengikat ion kalsium. Kemudian direaksikan menggunakan NaOH dan etanol
anhidrat untuk menghasilkan peptida kelat kalsium yang larut dalam air, mudah dicerna
dan berpotensi dikembangkan sebagai bahan pangan. Proses penyerapan kalsium dibantu
peptida yang mengikat kalsium sebagai ligan sehingga proses transpor nutrisi lebih cepat,
konsumsi energi rendah serta membentuk kelat stabil yang larut dengan ion kalsium
(Zhang & Liu, 2022).

Mineral berbasis protein dinilai memiliki potensi stabilitas lebih baik dibandingkan
kalsium anorganik. Penelitian ini difokuskan pada evaluasi pengaruh waktu hidrolisis dan
fermentasi terhadap karakteristik peptida kelat Kkalsium sebagai tahap awal
pengembangan sumber fortifikasi kalsium berbasis protein. Berbeda dengan penelitian
sebelumnya yang umumnya menggunakan hidrolisis enzimatik tunggal atau bahan baku
nabati dan ikan, penelitian ini merupakan upaya awal pengembangan peptida kelat
kalsium berbasis tulang ceker ayam melalui kombinasi enzimolisis dan fermentasi sebagai
pendekatan yang belum banyak dilaporkan pada bahan baku tersebut. Penelitian ini
bertujuan untuk mengoptimalkan produksi peptida kelat kalsium dari tepung tulang ceker
ayam melalui pendekatan enzymolysis-fermentation serta mengevaluasi karakteristik
komposisi kimianya sebagai bahan fortifikasi pangan berbasis sumber daya lokal.

2. Metode

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Politeknik Pertanian Negeri Pangkep.
Kegiatan penelitian meliputi pembuatan tepung tulang ceker ayam, proses hidrolisis dan
fermentasi, serta analisis karakteristik kimia produk yang dihasilkan. Bahan baku
penelitian berupa ceker ayam diperoleh dari Rumah Pemotongan Hewan (RPH) di salah
satu pasar tradisional di Kabupaten Wajo, Provinsi Sulawesi Selatan. Enzim papain, enzim
pepsin dan bakteri Lactobacillus bulgaricus didapatkan dari CV. Intraco Makassar sebagai
pusat komersialisasi bahan kimia. Sementara bahan lainnya seperti heksana, asam clorida
(HCL 0,4 MOL), etanol anhidrat, media bakteri berupa nutrient broth (NB) dan glukosa serta
berbagai sarana produksi disediakan oleh Laboratorium Kimia dan Laboratorium Biologi
Politeknik Pertanian Negeri Pangkep.

Rancangan penelitian menggunakan rancangan acak lengkap pola faktorial dengan dua
faktor, yaitu waktu hidrolisis enzim (3, 6, dan 9 jam) dan waktu fermentasi (18 dan 24 jam).
Rentang waktu hidrolisis mengacu pada Wang dkk., (2020) yang efektif menghasilkan
peptida pengikat kalsium, sedangkan waktu fermentasi dipilih untuk mengevaluasi
aktivitas Lactobacillus bulgaricus dalam pelepasan mineral dan pembentukan peptida
bioaktif. Masing-masing perlakuan diulang tiga kali sehingga diperoleh 18 unit percobaan.
Tahapan penelitian meliputi produksi tepung tulang ceker ayam, hidrolisis enzimatik,
fermentasi hidrolisat enzimatik dan pengeringan beku untuk memperoleh bubuk peptida
kelat kalsium.
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2.1. Prosedur Pembuatan Tepung Tulang Ceker Ayam

Ceker ayam dicuci untuk menghilangkan kotoran yang menempel, kemudian dimasak
menggunakan panci bertekanan selama 1 jam untuk memudahkan pemisahan kulit,
daging, kuku, dan jaringan lunak lainnya. Tulang yang digunakan dalam penelitian ini
merupakan tulang bersih yang telah dipisahkan dari sisa daging dan jaringan lunak.
Selanjutnya tulang ceker ayam direndam dalam heksana selama 24 jam untuk
menghilangkan lemak dengan perbandingan bahan dan pelarut 1:10 (b/v). Hasilnya dicuci
menggunakan akuades hingga pH netral, ditiriskan dan didekalsifikasi menggunakan HCI
0,4 mol/L. dengan perbandingan 1:8 selama 24 jam. Hasilnya dicuci menggunakan
akuades sampai pH netral, dikeringkan, dihancurkan menjadi bubuk hasil dekalsifikasi,
dan diayak menggunakan ayakan 100 mesh.

2.2. Proses Hidrolisis Enzimatis Tepung Tulang Ceker Ayam

Tepung tulang ceker ayam disuspensikan dalam akuades dengan rasio 1:10 b/v (100 g
tepung tulang ceker ayam dan 1000 ml akuades). Suspensi terlebih dahulu dihidrolisis
menggunakan enzim papain 0,5% (b/b) pada suhu 55°C dan pH 6 selama waktu yang sesuai
dengan perlakuan. Setelah itu, pH larutan disesuaikan menjadi 2,5 dan dilanjutkan dengan
penambahan enzim pepsin 0,53% (b/b) pada suhu 40°C. Proses hidrolisis dilakukan
selama total waktu perlakuan 3, 6, dan 9 jam. Larutan dipanaskan pada suhu 1000C selama
15 menit untuk menonaktifkan enzim, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm
selama 10 menit pada suhu 40C untuk memisahkan supernatan yang selanjutnya
dikumpulkan.

2.3. Proses Aktivasi dan Fermentasi Mikroba Hidrolisat Enzimatik

Aktivasi mikroba merujuk Wang dkk., (2020) yang dimulai dengan inokulasi bakteri
Lactobacillus bulgaricus pada media Nutrient Broth cair (121°C, sterilisasi 15 menit) dengan
dosis 1% dan dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 370C selama 30 jam sebagai starter
fermentasi. Inokulasi bakteri diaktifkan 3 generasi sebelum digunakan untuk percobaan
utama agar bakteri beradaptasi dan aktif kembali setelah penyimpanan, serta
meningkatkan viabilitas dan kestabilannya. Selanjutnya fermentasi dilakukan dengan
menambahkan inokulum bakteri hasil inokulasi sebanyak 6% dari total volume substrat
kemudian ditambahkan glukosa sebanyak 3% (w/v). Persentase bakteri digunakan lebih
besar dari sebelumnya untuk mempercepat proses fermentasi. Selanjutnya fermentasi
dilakukan dalam labu Erlenmeyer yang tertutup rapat menggunakan aluminium foil dan
penutup ulir sehingga tercipta kondisi anaerob. Seluruh wadah fermentasi kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C sesuai waktu perlakuan, yaitu 18 dan 24 jam.

2.4. Proses Penyiapan Peptida Kelat Kalsium

Tahapan ini merujuk (Wang dkk., 2020), dimana larutan hasil fermentasi dinetralkan
dengan penambahan NaOH hingga kondisi netral. Kemudian ditambahkan etanol anhidrat
(perbandingan volume 1:8) secara perlahan setetes demi setetes untuk mengendapkan
peptida kelat kalsium dari larutan. Selanjutnya larutan didiamkan selama 1 jam pada suhu
ruang, dan disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit untuk memisahkan
endapan dari supernatan. Endapan yang diperoleh dikumpulkan dan dielusi sebanyak tiga
kali menggunakan etanol anhidrat untuk menghilangkan kotoran. Selanjutnya, endapan
dikeringkan menggunakan freeze dryer hingga diperoleh produk dalam bentuk bubuk.

Variabel pengamatan yang diuji dalam penelitian ini meliputi uji proksimat lengkap dan uji
kadar kalsium. Pengujian proksimat bubuk peptida kelat kalsium mengacu pada metode
standar AOAC 2005 (Horwitz, 2006), meliputi uji kandungan protein dengan metode
Kjeldahl (AOAC 992.15), lemak dengan metode Soxhlet (AOAC 920.39), kadar air dengan
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metode pengeringan (AOAC 925.10), kadar abu dengan metode pengabuan (AOAC 923.03),
dan kandungan karbohidrat menggunakan metode by difference. Pengujian kadar kalsium
menggunakan metode kompleksometri yang dititrasi dengan larutan standar
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) 0,0100 N (Taufik dkk., 2018).

Perolehan data dianalisis menggunakan program IBM SPSS Statistics versi 26. Data yang
diperoleh dianalisis menggunakan analisis ragam (ANOVA) pada taraf kepercayaan 95% (o
= 0,05). Apabila terdapat perbedaan nyata, dilakukan uji lanjut Duncan’s Multiple Range
Test (DMRT). Analisis ragam dilakukan untuk mengevaluasi pengaruh faktor waktu
hidrolisis dan waktu fermentasi serta interaksi kedua faktor terhadap variabel pengamatan
yang diamati. Perlakuan optimum ditentukan berdasarkan kombinasi nilai kadar protein
kasar dan kalsium tertinggi yang berbeda nyata secara statistik dibandingkan perlakuan
lainnya.

3. Hasil dan Pembahasan

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam (ANOVA), interaksi waktu hidrolisis dan fermentasi
berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap seluruh variabel yang diamati (kadar air, abu, protein
kasar, lemak, karbohidrat dan kalsium). Perbedaan antarperlakuan kemudian diuji
menggunakan Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) yang disajikan pada Tabel 1 dan Tahel
2. Hasil tersebut menunjukkan bahwa setiap kombinasi perlakuan memberikan respon
yang berbeda terhadap karakteristik produk yang diperoleh.

Tabel 1. Analisis Proksimat Peptida Kelat Kalsium dari Tulang Ceker Ayam (% Berat Basah)

Sampel Air Abu Protein Kasar Lemak Karbohidrat

H1F1 1,83+0,02a 12,96+0,02a  24,82+0,03c 1,04+0,04b 59,30£0,01
H2F1 2,03+0,01d 14,15+0,03f  24,76+0,03b 1,05+0,02b 57,98+0,01
H3F1 1,93+0,01bc 13,55+0,02d  23,84+0,02a 0,95+0,02a 59,71+0,02
H1F2 1,92+0,01b 14,36+0,01c  40,06+0,03e 1,02+0,01b 42,62+0,02
H2F2 1,96+0,01c 13,73+0,04e  38,56+0,02d 1,15+0,03c 44,58+0,01
H3F2 1,85+0,02a 13,06+0,02b  38,53+0,03d 1,14+0,02c 45,41+0,01

Sumber: Hasil Penelitian. Data Diolah. 2026.

Keterangan: Nilai dinyatakan sebagai rata-rata + standar deviasi. Huruf yang berbeda
menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan uji DMRT pada taraf 5% (p<0,05).

Tabel 2. Kadar Kalsium pada Peptida Kelat Kalsium Tulang Ceker Ayam

Kadar Kalsium (mg/100g bk)

Waktu Hidrolisis Waktu Fermentasi (F)
Rata-Rata
(H) 18 Jam 24 Jam
3 Jam 3,365+0,02e 3,847+0,02f 3,605
6 Jam 3,273+0,02d 2,755+0,03c 3,015
9 Jam 2,354+0,03b 2,267+0,03a 2,311
Rata-Rata 3,000 2,956 (+)

Sumber: Hasil Penelitian. Data Diolah. 2026
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Keterangan: Nilai dinyatakan sebagai rata-rata + standar deviasi. Huruf yang berbeda
menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan uji DMRT pada taraf 5% (p<0,05).

3.1. Kadar Kalsium

Hasil analisis kalsium pada Tabel 2 menunjukkan bahwa interaksi waktu hidrolisis dan
fermentasi memengaruhi kadar kalsium peptida kelat kalsium dari tulang ceker ayam.
Kadar kalsium cenderung menurun seiring bertambahnya waktu hidrolisis, sedangkan
fermentasi 24 jam menghasilkan kadar kalsium lebih tinggi dibandingkan fermentasi 18
jam. Kadar kalsium tertinggi diperoleh pada perlakuan hidrolisis 3 jam dan fermentasi 24
jam (H1F2) sebesar 3,847+0,02 mg/100 g bk, sedangkan kadar terendah diperoleh pada
perlakuan hidrolisis 9 jam dan fermentasi 24 jam (H3F2) sebesar 2,267+0,03 mg/100 g bk.

Perbedaan kadar kalsium ini tidak terlepas dari peran protein yang mengalami hidrolisis
menjadi peptida dengan ukuran lebih kecil. Proses hidrolisis enzimatik menghasilkan
peptida yang memiliki gugus aktif seperti karboksil dan amino yang berperan dalam
mengikat ion kalsium (An dkk., 2022; Walters dkk., 2018). Peptida dengan struktur tertentu
mampu membentuk kompleks stabil dengan ion Ca?* melalui mekanisme kelasi, sehingga
meningkatkan jumlah kalsium yang terikat dalam sistem (Zhang & Liu, 2022).

Waktu hidrolisis yang relatif singkat pada penelitian ini diduga menghasilkan peptida
dengan ukuran dan struktur yang masih sesuai untuk berinteraksi dengan ion kalsium.
Sebaliknya, hidrolisis yang terlalu lama dapat menyebabkan degradasi lanjutan menjadi
asam amino bebas yang memiliki kemampuan pengikatan kalsium lebih rendah
dibandingkan peptida (Cai dkk., 2025). Hal ini menjelaskan penurunan kadar kalsium
pada waktu hidrolisis yang lebih panjang. Selain itu, proses fermentasi memberikan
kontribusi penting dalam meningkatkan ketersediaan kalsium. Aktivitas mikroorganisme
selama fermentasi menghasilkan asam organik yang dapat melarutkan kalsium dari
matriks tulang menjadi bentuk ionik (Mousavi & Mousavi, 2021). Ion kalsium yang terlepas
kemudian berinteraksi dengan peptida hasil hidrolisis membentuk kompleks peptida kelat
kalsium 2 (Hu dkk., 2022; Wang dkk., 2020). Dengan demikian, fermentasi tidak hanya
meningkatkan pelepasan kalsium, tetapi juga mendukung pembentukan kompleks kelat
yang lebih stabil.

Hasil yang diperoleh dipengaruhi jenis bahan baku dan metode pengolahan. Penelitian Hu
dkk., (2022) melaporkan bahwa peptida dari tulang hewan memiliki kemampuan mengikat
kalsium yang dipengaruhi oleh struktur yang terbentuk. Demikian Wang dkk., (2020)
menunjukkan pembentukan peptida kelat kalsium dari tulang domba sangat dipengaruhi
oleh kombinasi proses hidrolisis dan fermentasi. Namun dibandingkan dengan sumber
lain seperti ikan dan nabati, nilai kalsium berada pada kisaran sebanding atau cenderung
lebih tinggi. Hal tersebut diperoleh akibat komposisi mineral tulang ceker ayam cukup
tinggi serta efisiensi proses ekstraksi (Zhai dkk., 2023). Kadar kalsium yang dihasilkan juga
sejalan dengan kadar abu sebagai indikator total mineral (Tabel 2), di mana peningkatan
kadar abu mencerminkan peningkatan mineral termasuk kalsium (tha dkk., 2019).

Dibandingkan dengan sumber kalsium komersial dalam bentuk garam kalsium anorganik
seperti kalsium karbonat dan kalsium sitrat yang berada dalam bentuk ionik bebas,
kalsium yang diperoleh dalam penelitian ini berada dalam matriks peptida dengan gugus
aktif karboksil dan amino sebagai ligan (An dkk., 2022; Zhang & Liu, 2022). Keberadaan
ligan peptida ini berpotensi meningkatkan stabilitas dan bioavailabilitas kalsium
dibandingkan sumber kalsium komersial (Walters dkk., 2018). Meskipun kadar kalsium
yang diperoleh tidak secara langsung dibandingkan secara kuantitatif dengan produk
komersial, bentuk kalsium yang diperoleh memiliki karakteristik berbeda karena berada
dalam matriks peptida.
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3.2. Kadar Protein Kasar

Hasil analisis pada Tabel 2 menunjukkan bahwa interaksi waktu hidrolisis dan fermentasi
menghasilkan perbedaan kadar protein kasar pada peptida kelat kalsium dari tulang ceker
ayam. Kadar protein kasar tertinggi diperoleh pada perlakuan hidrolisis 3 jam dan
fermentasi 24 jam (H1F2) sebesar 40,06+0,03%, sedangkan kadar protein kasar terendah
diperoleh pada perlakuan hidrolisis 9 jam dan fermentasi 18 jam (H3F1) yaitu
23,84+0,02%. Pengukuran kadar protein pada penelitian ini dilakukan menggunakan
metode Kjeldahl yang mengukur total nitrogen kemudian dikonversi menggunakan faktor
6,25. Metode ini tidak membedakan secara spesifik antara protein utuh, peptida, dan asam
amino bebas, sehingga nilai yang dilaporkan merupakan kadar protein kasar (crude
protein). Meskipun demikian, mengingat produk merupakan hasil hidrolisis enzimatik dan
fermentasi sehingga nitrogen terlarut yang terukur didominasi oleh fraksi peptida sebagai
produk utama dari kedua proses tersebut (Patil dkk., 2022).

Perbedaan kadar protein kasar ini berkaitan dengan proses hidrolisis enzimatik yang
memecah protein kompleks menjadi peptida dengan ukuran lebih kecil dan lebih larut
(Patil dkk., 2022). Peptida yang terbentuk memiliki gugus fungsi aktif seperti karboksil dan
amino yang berperan dalam interaksi dengan ion kalsium, sehingga berkontribusi dalam
pembentukan kompleks peptida kelat kalsium (An dkk., 2022; Walters dkk., 2018). Dengan
demikian, kadar protein kasar yang terukur tidak hanya mencerminkan jumlah protein
terlarut tetapi juga menunjukkan potensi interaksi dengan mineral kalsium.

Waktu hidrolisis relatif singkat diduga menghasilkan peptida dengan ukuran dan struktur
yang masih optimal untuk berinteraksi dengan ion kalsium. Sebaliknya, waktu hidrolisis
lebih lama dapat menyebabkan degradasi lanjutan menjadi asam amino bebas yang
memiliki kemampuan pengikatan kalsium lebih rendah dibandingkan peptida (Cai dkk.,
2025). Hal ini menyebabkan penurunan kadar protein kasar terukur sekaligus
menurunkan potensi interaksi dengan kalsium pada perlakuan dengan waktu hidrolisis
lebih panjang. Proses fermentasi berperan dalam memodifikasi protein melalui aktivitas
enzim proteolitik yang dihasilkan oleh mikroorganisme (Mousavi & Mousavi, 2021).
Aktivitas enzim ini dapat melanjutkan proses pemecahan protein menjadi peptida yang
lebih sederhana dan lebih larut sehingga meningkatkan fraksi protein terlarut yang
berpotensi berinteraksi dengan ion kalsium. Kondisi ini mendukung hasil penelitian yang
menunjukkan bahwa perlakuan dengan waktu fermentasi lebih lama cenderung
menghasilkan kadar protein kasar lebih tinggi.

Kadar protein kasar tinggi berhubungan dengan peningkatan kadar kalsium karena
peptida yang terbentuk menyediakan lebih banyak gugus aktif untuk pengikatan ion Ca?*
(Hu dkk., 2022; Wang dkk., 2020). Selain itu, kadar abu (Tabel 2) sebagai indikator mineral
juga menunjukkan pola yang sejalan sehingga mengindikasikan keberadaan protein dalam
bentuk peptida berperan dalam mempertahankan mineral dalam sistem. Variabel
pendukung lainnya seperti kadar lemak yang rendah, kadar air yang rendah, dan
karbohidrat sebagai substrat fermentasi turut berkontribusi dalam mendukung
pembentukan kompleks peptida—kalsium sebagaimana diuraikan pada subbab
berikutnya.

3.3. Kadar Abu

Kadar abu tertinggi diperoleh pada perlakuan hidrolisis 3 jam dan fermentasi 24 jam
(H1F2) sebesar 14,36+0,01%, sedangkan kadar abu terendah diperoleh pada perlakuan
hidrolisis 3 jam dan fermentasi 18 jam (H1F1) yaitu 12,96+0,02%. Perbedaan kadar abu ini
mencerminkan variasi jumlah mineral yang terlarut selama proses hidrolisis dan
fermentasi karena kalsium merupakan komponen utama dari mineral tersebut. Proses
hidrolisis enzimatik berperan dalam memecah matriks organik tulang sehingga
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mempermudah pelepasan mineral ke dalam medium (Pertiwi dkk., 2018). Pelepasan
mineral ini menghasilkan peningkatan kadar abu yang terukur dalam hidrolisat.

Proses fermentasi turut meningkatkan pelarutan mineral melalui produksi asam organik
(Mousavi & Mousavi, 2021). Ion kalsium yang terlepas tersebut kemudian berinteraksi
dengan peptida hasil hidrolisis sehingga berkontribusi pada pembentukan kompleks
peptida kelat kalsium (Wang dkk., 2020). Oleh karena itu, peningkatan kadar abu tidak
hanya menunjukkan peningkatan mineral total, tetapi juga berkaitan dengan ketersediaan
kalsium untuk proses kelasi. Peningkatan kadar abu tersebut sejalan dengan kadar protein
kasar yang menunjukkan bahwa peptida terbentuk berperan dalam mempertahankan
mineral dalam sistem melalui interaksi dengan ion kalsium. Peptida dengan gugus aktif
mampu mengikat ion Ca?" sehingga mencegah terjadinya kehilangan mineral selama
proses pengolahan (An dkk., 2022).

3.4. Kadar Air

Hasil kadar air tertinggi diperoleh pada perlakuan H2F1 yaitu 2,03+0,01%, sedangkan
kadar air terendah diperoleh pada perlakuan H1F1 sebesar 1,83+£0,02%. Perbedaan kadar
air ini berkaitan dengan kondisi proses yang memengaruhi stabilitas sistem, termasuk
keberadaan kalsium dalam bentuk terikat. Kadar air yang lebih rendah menunjukkan
berkurangnya jumlah air bebas dalam sistem sehingga dapat meningkatkan stabilitas
kompleks peptida—kalsium yang terbentuk. Dalam kondisi kadar air rendah, interaksi
antara peptida dan ion Ca?* cenderung lebih stabil karena minimnya gangguan dari
molekul air yang dapat bersaing dalam proses interaksi ionik (Zhang & Liu, 2022).

Sebaliknya, kadar air yang lebih tinggi dapat meningkatkan mobilitas molekul dalam
sistem dan berpotensi menyebabkan interaksi antara ion kalsium dan peptida menjadi
kurang stabil. Air dalam jumlah tinggi dapat berperan sebagai medium yang memfasilitasi
disosiasi sebagian kompleks peptida—kalsium sehingga menurunkan jumlah kalsium yang
terikat dalam sistem (An dkk., 2022). Perolehan kadar air juga berkaitan dengan proses
pengolahan karena fermentasi dan hidrolisis dapat memengaruhi distribusi air dalam
bahan. Perlakuan dengan kadar air yang lebih rendah pada penelitian ini sejalan dengan
kadar kalsium yang lebih tinggi. Hasil tersebut menunjukkan bahwa kondisi sistem yang
lebih kering cenderung mendukung kestabilan kompleks peptida kelat kalsium yang
terbentuk.

3.5. Kadar Lemak

Kandungan lemak tertinggi diperoleh pada perlakuan H2F2 1,15+0,03% dan perlakuan
H3F1 dengan kandungan lemak terendah yaitu 0,95+0,02%. Perbedaan kadar lemak ini
berkaitan dengan perubahan komponen lipid selama proses hidrolisis dan fermentasi.
Hidrolisis dapat menyebabkan pelepasan lemak dari matriks jaringan, sedangkan
fermentasi dapat memicu degradasi sebagian komponen lemak melalui aktivitas enzim
mikroorganisme (Harahap dkk., 2023).

Jika dikaitkan dengan kadar protein kasar, kandungan lemak yang lebih rendah cenderung
mendukung proses hidrolisis protein yang lebih efektif. Keberadaan lemak dalam jumlah
tinggi dapat menghambat akses enzim terhadap substrat protein sehingga menurunkan
efisiensi pemecahan protein menjadi peptida (Patil dkk., 2022). Oleh karena itu kadar
lemak yang rendah pada perlakuan tertentu dapat berkontribusi terhadap peningkatan
pembentukan peptida yang berperan dalam pengikatan kalsium.

Kadar lemak juga berpengaruh terhadap interaksi antara peptida dan ion kalsium. Lemak
dalam sistem dapat membentuk interaksi nonpolar yang berpotensi mengganggu kontak
antara gugus aktif peptida dan ion Ca?" sehingga menghambat pembentukan kompleks
peptida kelat kalsium (Walters dkk., 2018). Oleh karena itu kadar lemak yang lebih rendah
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cenderung menciptakan kondisi yang ditambahkan mendukung interaksi antara protein
(dalam bentuk peptida) dan kalsium.

3.6. Kadar Karbohidrat

Kadar karbohidrat dihitung secara tidak langsung (by difference), yaitu berdasarkan selisih
antara 100% dengan total komponen lain seperti kadar air, abu, protein, dan lemak (Taufik
dkk., 2018). Nilai karbohidrat tertinggi diperoleh pada perlakuan H3F1 sebesar
59,71+0,02% dan nilai terendah pada perlakuan H3F2 sebesar 45,41+0,01%. Tingginya
nilai karbohidrat pada produk ini diduga disebabkan terutama oleh kontribusi residu
glukosa yang digunakan sebagai substrat fermentasi. Selain memanfaatkan sebagai
sumber energi utama, mikroorganisme juga memanfaatkan glukosa dalam menghasilkan
enzim proteolitik yang berperan dalam pemecahan protein menjadi peptida (Mousavi &
Mousavi, 2021). Namun demikian, tidak seluruh gula dalam substrat habis dikonsumsi
selama fermentasi berlangsung, sehingga sebagian residu gula tetap tertinggal dalam
produk akhir dan terukur sebagai fraksi karbohidrat pada analisis proksimat (Khairul dkk.,
2022).

Halini didukung oleh pola data yang konsisten, di mana kadar karbohidrat pada fermentasi
24 jam (F2) secara konsisten lebih rendah dibandingkan fermentasi 18 jam (F1) pada
setiap waktu hidrolisis yang sama. Rata-rata karbohidrat pada F1 (18 jam) mencapai
58,997% sedangkan pada F2 (24 jam) sebesar 44,203%. Penurunan ini mencerminkan
semakin banyaknya gula yang dikonsumsi oleh mikroorganisme seiring perpanjangan
waktu fermentasi. Fenomena ini sejalan dengan pernyataan bahwa efisiensi konsumsi gula
oleh mikroorganisme selama fermentasi sangat dipengaruhi oleh durasi inkubasi, di mana
waktu fermentasi yang lebih panjang memungkinkan mikroorganisme untuk
mengonsumsi lebih banyak substrat gula yang tersedia (Mousavi & Mousavi, 2021).
Aktivitas fermentasi memanfaatkan karbohidrat menghasilkan asam organik yang dapat
membantu melarutkan kalsium dari matriks bahan menjadi bentuk ionik lebih reaktif.
Oleh karena itu ion kalsium yang terlepas dapat berinteraksi dengan peptida hasil
hidrolisis untuk membentuk kompleks peptida kelat kalsium.

Selain residu gula, kontribusi glikosaminoglikan (GAG) yang secara alami terdapat dalam
jaringan tulang rawan dan ikat ceker ayam juga turut menyumbang nilai karbohidrat pada
produk akhir. Penelitian oleh Ata dkk., (2025) pada tulang rawan sternum ayam
melaporkan bahwa GAG, khususnya kondroitin sulfat, merupakan konstituen struktural
utama matriks ekstraseluler yang dapat terekstraksi selama proses hidrolisis enzimatik.
GAG yang terikat pada matriks kolagen akan ikut terlepas dan terekstraksi bersama
peptida hasil hidrolisis. Karena metode analisis karbohidrat secara by difference tidak
membedakan jenis karbohidrat secara spesifik, seluruh fraksi GAG tersebut ikut terhitung
sebagai karbohidrat total. Hal ini dibuktikan oleh Widyaningsih dkk., (2017) yang
melaporkan bahwa ekstrak tulang rawan ceker ayam mengandung karbohidrat sebesar
24,64% yang sebagian besar berasal dari kontribusi glukosamina (1,26%) dan kondroitin
sulfat (0,99%) dalam fraksi GAG. Dengan demikian, tingginya kadar karbohidrat pada
produk peptida kelat kalsium dalam penelitian ini merupakan gambaran nyata dari
akumulasi dua sumber karbohidrat sekaligus, yaitu residu gula dan fraksi GAG dari tulang
ceker ayam.

Hasil analisis ragam (Tabel 1) menunjukkan bahwa interaksi antara waktu hidrolisis dan
waktu fermentasi berpengaruh nyata terhadap seluruh variabel yang diamati (p<0,05),
dengan nilai F interaksi tertinggi pada kadar kalsium (F=449,423; p=0,000). Hal ini
mengindikasikan bahwa pengaruh waktu hidrolisis tidak bersifat independen terhadap
waktu fermentasi, melainkan kedua faktor saling memengaruhi dalam menentukan
karakteristik produk yang dihasilkan. Nilai R?=0,998 mengindikasikan bahwa model
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faktorial yang digunakan mampu menjelaskan 99,8% variasi seluruh variabel yang
diamati, sehingga model dinilai sangat sesuai dengan data penelitian.

Keterkaitan interaksi kedua faktor terlihat jelas pada pola data Tabel 1 dan Tabel 2. Pada
fermentasi 18 jam (F1), penurunan kadar kalsium seiring perpanjangan waktu hidrolisis
berlangsung lebih gradual yaitu dari 3,365 turun ke 3,273 mg/100g bk kemudian ke 2,354
mg/100g bk. Fermentasi 24 jam (F2), terjadi penurunan lebih tajam terutama pada
perpanjangan hidrolisis dari 3 ke 6 jam yaitu dari 3,847 menurun secara signifikan ke
2,755 mg/100g bk. Pola serupa juga terlihat pada kadar protein kasar, di mana kombinasi
hidrolisis singkat dan fermentasi lebih lama (H1F2) secara konsisten menghasilkan nilai
tertinggi, sedangkan kombinasi hidrolisis panjang dan fermentasi singkat (H3F1)
menghasilkan nilai terendah.

Interaksi antara kedua faktor pada perlakuan H1F2 diduga mencerminkan kondisi positif.
Hidrolisis singkat diduga menghasilkan peptida dengan ukuran dan struktur yang masih
sesuai untuk berinteraksi dengan ion kalsium, sementara fermentasi 24 jam memberikan
waktu yang cukup bagi mikroorganisme untuk menghasilkan asam organik yang
melarutkan kalsium dari matriks tulang menjadi bentuk ionik. Kombinasi keduanya
diduga menghasilkan kondisi yang lebih optimal bagi pembentukan kompleks peptida
kelat kalsium, sebagaimana tercermin dari nilai kadar protein kasar dan kalsium tertinggi
yang diperoleh secara bersamaan pada perlakuan yang sama.

Berdasarkan hasil yang telah diuraikan pada masing-masing parameter, dilakukan
integrasi pembahasan untuk memahami keterkaitan antarvariabel dalam sistem
pembentukan peptida kelat kalsium. Pada Gambar 1, hidrolisat enzim menunjukkan
adanya pemecahan matriks protein tulang menjadi fraksi lebih sederhana dengan
terbentuknya fase cair dan padatan terdispersi. Proses ini menghasilkan peptida dengan
ukuran molekul lebih kecil yang memiliki gugus aktif seperti karboksil dan amino yang
berperan dalam pengikatan ion kalsium (An dkk., 2022; Walters dkk., 2018).

Gambar 1 larutan hasil fermentasi menunjukkan perubahan karakteristik menjadi lebih
jernih dengan adanya endapan di bagian bawah. Hal ini mengindikasikan bahwa proses
fermentasi berperan dalam melarutkan mineral, terutama kalsium dari matriks tulang
melalui produksi asam organik oleh mikroorganisme (Mousavi & Mousavi, 2021). Ion
kalsium yang terlepas dalam bentuk Ca? kemudian berinteraksi dengan peptida hasil
hidrolisis untuk membentuk kompleks peptida kelat kalsium (Hu dkk., 2022). Keterkaitan
antara kadar protein kasar dan kalsium dalam penelitian ini terlihat dari peran protein
yang terhidrolisis menjadi peptida sebagai agen pengikat utama ion kalsium. Perlakuan
dengan kadar protein kasar yang lebih tinggi menunjukkan ketersediaan peptida yang
lebih besar, sehingga meningkatkan kemungkinan terbentuknya kompleks kelat kalsium.
Hal ini sejalan dengan hasil kadar kalsium tertinggi pada perlakuan yang sama, yang
menunjukkan bahwa pembentukan peptida berkontribusi langsung terhadap peningkatan
kalsium terikat (Cai et al., 2025; Zhang & Liu, 2022). Hal ini sejalan dengan hasil kadar
kalsium tertinggi pada perlakuan yang sama, yang menunjukkan bahwa pembentukan
peptida berkontribusi langsung terhadap peningkatan kalsium terikat (Cai et al., 2025;
Zhang & Liu, 2022).
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Gambar 1. a. Hidrolisat enzimatik; b & c. Larutan Fermentasi Hidrolisat Enzimatik

Sumber: Dokumentasi Pribadi. 2026

Variabel lain seperti kadar abu, air, lemak, dan karbohidrat juga berperan dalam
mendukung sistem ini. Kadar abu yang tinggi mencerminkan peningkatan kandungan
mineral termasuk kalsium. Kadar air yang rendah mendukung stabilitas kompleks peptida
kelat kalsium yang terbentuk. Kadar lemak yang rendah memungkinkan interaksi antara
peptida dan ion kalsium berlangsung lebih optimal tanpa gangguan dari komponen lipid.
Sementara karbohidrat berperan sebagai substrat fermentasi yang mendukung aktivitas
mikroorganisme dalam menghasilkan enzim proteolitik dan asam organik (Mousavi &
Mousavi, 2021; Patil dkk., 2022).
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Gambar 2. a. Endapan Ion Kalsium; b & c. Bubuk Peptida Kelat Kalsium Tulang Ceker Ayam

Sumber: Dokumentasi Pribadi. 2026

Karakterisasi produk akhir yang ditunjukkan pada Gambar 2 memperlihatkan
terbentuknya endapan ion kalsium dan bubuk peptida kelat kalsium. Terbentuknya
endapan setelah penambahan etanol anhidrat diduga merupakan hasil pengendapan
peptida kelat kalsium dari larutan, di mana etanol berfungsi menurunkan kelarutan
kompleks peptida kelat kalsium sehingga terpresipitasi (Wang et al., 2020). Sedangkan
bentuk bubuk menunjukkan bahwa produk hasil proses memiliki karakteristik padatan
dengan kadar air rendah yang mendukung stabilitas penyimpanan.

Secara visual, warna dan tekstur bubuk yang relatif homogen menunjukkan bahwa proses
hidrolisis dan fermentasi menghasilkan produk yang seragam dan mengindikasikan
keberhasilan pembentukan kompleks peptida kelat kalsium.

4. Kesimpulan

Variasi waktu hidrolisis dan fermentasi berpengaruh nyata terhadap kadar protein kasar,
kalsium, dan karakteristik proksimat peptida kelat kalsium dari tulang ceker ayam.
Perlakuan terbaik diperoleh pada kombinasi hidrolisis 3 jam dan fermentasi 24 jam (H1F2)
yang menghasilkan kadar protein kasar tertinggi sebesar 40,06+0,03% (bb) dan kadar
kalsium tertinggi sebesar 3,847+0,02 mg/100g bk. Semakin panjang waktu hidrolisis
menunjukkan kecenderungan penurunan kadar protein kasar dan kalsium, sedangkan
fermentasi 24 jam secara konsisten menghasilkan kadar protein kasar lebih tinggi
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dibandingkan fermentasi 18 jam pada setiap kombinasi perlakuan. Penelitian lanjutan
disarankan untuk mengevaluasi kombinasi waktu hidrolisis dan fermentasi yang lebih
beragam, mengonfirmasi struktur peptida kelat kalsium yang terbentuk, serta mengkaji
bioavailabilitasnya.
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