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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari proses
amobilisasi enzim bromelin dengan metode ikatan matriks,
mengkarakterisasi enzim bromelin mobil dan amobil hasil
isolasi yang meliputi pH, suhu, waktu inkubasi, konsentrasi
enzim, Vpnaks, Ky, dan kestabilan enzim terhadap lama penyim-
panan tertentu.

Penelitian diawali dengan isolasi enzim bromelin dari
kulit nanas dengan penambahan alkohol 80% lalu diamobilisasi
dengan matriks silika gel dan CMC. Karakterisasi dilakukan
untuk mengetahui karakter enzim bromelin mobil dan amobil
yang meliputi pH, suhu, waktu inkubasi optimal, Vs, Ky, dan
kestabilan enzim dalam waktu penyimpanan 4 hari. Aktivitas
enzim dilakukan dengan metode Anson.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim bromelin
mobil dari kulit nanas memiliki pH optimal 7,5 suhu optimal
41°C, waktu inkubasi 10 menit, nilai Vs, dan Ky berturut-
turut sebesar 0,6427 mg/ml/menit dan 19,8393 mg/ml. Setelah
enzim bromelin diamobilisasi menggunakan silika gel memiliki
pH optimal 7, suhu optimal 43°C, waktu inkubasi 15 menit, nilai
Vimaks, dan Ky berturut-turut adalah 0,2469 mg/ml/menit dan
44,0485 mg/ml. Enzim bromelin amobil menggunakan CMC
memiliki pH optimal 7, suhu optimal 43°C, waktu inkubasi 15
menit, nilai Vpas, dan Ky berturut-turut sebesar 0,5470
mg/ml/menit dan 29,4858 mg/ml. Penentuan pengaruh
konsentrasi enzim terhadap aktivitas enzim dilakukan dengan
variasi konsentrasi enzim 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; dan 4,0% b/v.
Semakin banyak jumlah enzim, maka aktivitas enzim semakin
meningkat. Pengukuran stabilitas enzim bromelin mobil dan
amobil dilakukan selama 4 hari. Semakin lama enzim bromelin
mobil dan amobil disimpan, maka aktivitasnya semakin
menurun. Selama penyimpanan 4 hari aktivitas enzim bromelin
amobil silika gel dan CMC menurun sampai 34,05% dan
27,84%.
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ABSTRACT

This research aims to study the immobilized enzymes by
matrix bonding method, characterize the bromelain mobile and
immobilization such as pH, temperature, incubation time, enzy-
me concentration, Vi,s, Ky, and the stability of the enzyme in
certain time.

Firstly, isolate the bromelain from pineapple skin use
alcohol 80% and then immobilized with silica gel and CMC
matrixs. The characterization due to determine optimum
condition of the mobile and immobilized bromelain such as pH,
temperature, incubation the optimum time, Vs, Kwm, and
stability of enzymes within 4 days of storage. Enzyme activity
was determined by Anson methods.

The result showed that the optimum conditions of
bromelain mobile is pH 7,5, 10 minutes, 41°C, Vs and Ky
values of 0,6427 mg/ml/minutes and 19,8393 mg/ml. After the
bromelain was immobilized with silica gel the optimum
condition turn into pH 7, 15 minutes, 43°C, Vs, and Ky
values of 0,2469 mg/ml/minutes and 44,0485 mg/ml.
Immobilization of bromelain using CMC has optimum activity
in 43°C, 15 minutes, pH of 7,5, Viaks and Ky values of 0,5470
mg/ml/minutes and 29,4858 mg/ml. Determination of the effect
of enzyme concentration on enzyme activity with various
enzyme concentrations of 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, and 4.0%. Increasing
the number of enzyme increased the activity of bromelain. The
longer it is stored the decreased the bromelain activity. The
activity of immobilized bromelain with silica gel and CMC
decrease until 34,05% and 27,84% in 4 days.

Keywords: immobilization, bromelain, pineapple skin, silica
gel, CMC

PENDAHULUAN

Enzim adalah protein yang
berfungsi sebagai biokatalisator reak-
si kimia pada sel makhluk hidup.
Penggunaan enzim telah dilakukan
pada berbagai bidang industri, baik
untuk produk makanan, pertanian,
kimia maupun farmasi. Protease me-

rupakan satu diantara tiga kelom-pok

enzim komersial yang diperdagang-
kan dengan nilai mencapai 60% total
penjualan enzim. Enzim protease
dapat diisolasi dari tanaman, seperti
papain dari getah papaya (Carica
papaya), bromelin dari buah nanas
(Ananas comosus L. Merr), dan fisin
dari getah tanaman ficus (Ficus

benjamina L.).



Saat ini belum banyak usaha
untuk mengolah kulit nanas. Bagian
buah nanas baik daging, bonggol
maupun kulit nanas mengandung
enzim bromelin [1]. Pemanfaatan
kulit nanas menjadi produk enzim
bromelin dipandang dapat memberi
nilai ekonomis dan juga mendatang-
kan keuntungan.

Pada proses yang melibatkan
enzim, umumnya menggunakan cara
bath yaitu mereaksikan substrat
dengan enzim yang telah dilarutkan
dalam air, sehingga enzim bercampur
dengan substrat [2]. Cara ini memi-
liki kelemahan karena enzim hanya
dapat digunakan sekali.

Salah satu upaya mengatasi
kelemahan tersebut adalah melalui
amobilisasi enzim yaitu mengikatkan
enzim pada bahan pendukung yang
tidak larut air. Secara umum, metode
amobilisasi enzim dapat dikelom-
pokkan menjadi tiga, yaitu metode
ikatan dengan matriks, metode ikatan
silang, dan metode penjebakan [3].
Beberapa matriks pendukung yang
dapat digunakan pada proses
amobilisasi enzim antara lain ben-
tonit, karbon aktif, silika gel, gelas
berpori, amberlit, dan CMC [4].

Tujuan penelitian ini adalah
mempelajari proses isolasi enzim
bromelin dari kulit nanas, amobi-
lisasi enzim menggunakan silika gel
dan CMC serta mengetahui aktivitas
enzim bromelin mobil dan amobil

hasil isolasi.

METODOLOGI
1. Alat yang digunakan

Alat-alat yang digunakan da-
lam penelitian ini adalah inkubator,
Spectronic-20, sentrifuge, Juicer pH-
meter, neraca analitik, pipet volume,

dan peralatan gelas lainnya.

2. Bahan yang digunakan

Bahan-bahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah kulit
nanas, alkohol, silika gel 60 (0,2-0,4
mm), CMC, TCA, NaOH, kasein,
NaH,PO4.2H,0, BSA, reagen Folin-
Ciocalteau, Na-tartar, Cu-SO4.5H;0,
Na,CO3, dan akuades.

3. Cara kerja

Penelitian ini dimulai dengan
mengisolasi enzim bromelin dari
kulit nanas, kemudian diamobilisasi
menggunakan matriks silika gel dan
CMC. Selanjutnya  mengetahui

karakter pH, suhu, waktu inkubasi



optimal, nilai Vs dan Ky, serta
pengaruh lama penyimpanan terha-
dap aktivitas enzim bromelin mobil
dan amobil. Pengujian kadar protein
dilakukan  menggunakan metode
Lowry dengan standar BSA. Sedang-
kan pengujian aktivitas enzim dila-
kukan menggunakan metode Anson

dengan substrat kasein [5].

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Isolasi Kulit Nanas

Pada penelitian ini digunakan
sebanyak 1750 gram kulit nanas
yang diperoleh dari 5 buah nanas.
Kulit nanas dihancurkan sehingga
diperoleh sari nanas. Sari nanas yang
diperoleh sebanyak 425 ml ditam-
bahkan ke dalam alkohol 80%.

Endapan berbentuk serbuk
berwarna hijau kekuningan ini meru-
pakan ekstrak kasar enzim bromelin
[6]. Selanjutnya enzim bromelin
yang diperoleh diuji kadar pro-
teinnya dengan metode Lowry meng-
gunakan standar protein BSA. Kadar
protein yang diperoleh adalah 1.582

mg dalam 300 gram kulit nanas.

2. Optimasi Kondisi Amobilisasi
Kemampuan pengikatan en-

zim pada silika gel dan CMC dipe-

ngaruhi oleh jumlah pengamobil,
waktu, kecepatan homogenisasi, dan
jumlah enzim yang digunakan [7].
Oleh karena itu, perlu dilakukan
pengoptimalan kondisi amobilisasi
untuk mengetahui kondisi optimal
dari proses amobilisasi enzim brome-
lin menggunakan matriks silika gel
dan CMC.

Kondisi optimal pada matriks
silika gel dicapai pada kecepatan
6000 rpm selama 45 menit dalam
0,08 gram silika gel. Matriks CMC
memiliki kondisi optimal 0,06 gram,
waktu 30 menit, dan kecepatan 6000
rpm. Peningkatan jumlah protein
terikat pada waktu homogenisasi
tertentu  kemungkinan disebabkan
oleh probabilitas kontak antara
enzim dengan matriks semakin
tinggi, sehingga kadar protein terikat
akan menjadi semakin besar pula.
Penurunan jumlah protein terikat
pada waktu yang lebih lama dimung-
kinkan terjadi, karena ikatan antara
enzim dengan matriks cukup lemah,
sehingga enzim mudah lepas [8].
Perubahan ini akan menunjukkan
kondisi optimal kemampuan matriks

untuk mengikat enzim.



3. Karakter Enzim Bromelin Mo-
bil dan Amobil

Aktivitas suatu enzim dipe-
ngaruhi oleh kondisi lingkungan,
terutama pH dari media dan sifat
protein enzim itu sendiri [9]. Enzim
bromelin mempunyai aktivitas ter-
tinggi pada pH, suhu, dan waktu in-
kubasi optimal.

Hasil penelitian menunjukkan
adanya perubahan kondisi optimal
sebelum dan setelah amobilisasi
(Tabel 2). Proses amobilisasi enzim
yang dilakukan menyebabkan terja-
dinya perubahan suhu optimal. Hal
ini kemungkinan disebabkan karena
perbedaan kestabilan enzim mobil
dan amobil. Perubahan pH optimal
enzim dipengaruhi oleh adanya
gugus fungsional dari matriks yang
menambah muatan enzim, sehingga
enzim amobil lebih bersifat asam
dibandingkan dengan enzim sebelum
diamobilisasi [10]. Proses amo-
bilisasi dapat meningkatkan stabilitas
enzim. Hal ini terlihat dari suhu
optimal enzim amobil lebih besar
dari pada enzim mobil.

Perbedaan waktu inkubasi
disebabkan oleh adanya matriks

dalam proses amobilisasi meng-

halangi  kontak enzim dengan
substrat, sehingga dibutuhkan waktu
yang lebih lama untuk membentuk

enzim-substrat.

Tabel 2. Hasil Penentuan pH, suhu,
dan waktu inkubasi optimal

Suhu Waktu
Enzim pH

‘O (menit)
Mobil 7,5 41 10
Amobil silika

7 43 15

gel
Amobil CMC 7 43 15

4. Harga Vp. dan Ky Enzim
Bromelin Mobil dan Amobil

Penentuan harga Vs dan
Ky enzim bromelin mobil dilakukan
pada pH 7,5; suhu 41°C selama 10
menit. Sedangkan untuk amobil
silika gel dan CMC dilakukkan pada
pH 7, suhu 43°C selama 15 menit.
Pada penelitian ini  digunakan
substrat kasein dengan variasi
konsentrasi 10, 20, 40, 60, dan 80
mg/ml. Data rerata aktivitas enzim
bromelin mobil, amobil silika gel,
dan amobil CMC pada berbagai
variasi konsentrasi substrat ditunjuk-

kan pada Tabel 3.



Tabel 3. Pengaruh konsentrasi substrat
terhadap aktivitas enzim
bromelin mobil dan amobil

Substr AKkt. ) AKkt. ) AKkt. )
at Brome.lln B.r-omelln Bromelin
(mg/ml) Mobil Silika Gel CMC
(mg/ml/mnt) (mg/ml/mnt) (mg/ml/mnt)
10 0,2143 0,0476 0,1409
20 0,3390 0,0679 0,2090
40 0,3829 0,1041 0,3053
60 0,4714 0,1517 0,3814
80 0,5752 0,2103 0,4224

Penentuan harga Vs dan
Ky enzim bromelin mobil dan
amobil dilakukkan dengan membuat
kurva hubungan antara 1/[S] dengan
1/[V] kemudian dihitung nilai Vs
dan Ky menggunakan persamaan
Lineweaver-Burk.

Perbedaan kondisi optimal
enzim bromelin sebelum dan sesudah
diamobilisasi silika
gel dan CMC ditunjukkan dalam

Tabel 4.

menggunakan

Tabel 4. Perbedaan Kondisi Optimal
Enzim Bromelin Mobil dan Amobil

. . Vmaks I(M
Enzim Bromelin (mg/ml/menit) | (mg/ml)
Mobil 0,6427 19,8393
Amobil silika gel 0,2469 44,0485
Amobil CMC 0,5470 29,4858

Hasil perhitungan nilai Ky
bromelin amobil mengalami peruba-
han ke arah yang lebih besar dari
pada nilai Ky; bromelin mobil. Hal

ini dipengaruhi oleh adanya interaksi

elektrostatik antara matriks dengan
substrat dan efek difusi substrat di
dalam matriks. Perubahan konfor-
masi dari molekul protein enzim
dengan gangguan sterik biasanya
meningkatkan nilai Ky dan menu-

runkan afinitas enzim dan substrat.

5. Pengaruh Lama Penyimpanan
terhadap Aktivitas Enzim Bro-
melin

Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh lama penyim-
panan terhadap aktivitas enzim
bromelin mobil dan amobil hasil
isolasi. Enzim bromelin mobil dan
amobil silika gel dan CMC disimpan
selama 4 hari dan selanjutnya dilaku-
kan pengukuran aktivitas pada kon-
disi pH, suhu, dan waktu inkubasi
optimal. Data % stabilitas aktivitas
enzim bromelin mobil, amobil silika
gel, dan amobil CMC pada berbagai
variasi lama penyimpanan ditunjuk-
kan pada Tabel 5. Hasil penelitian
menunjukkan adanya penurunan ak-
tivitas enzim dalam waktu penyim-
panan 0 — 4 hari. Kestabilan ini
dipengaruhi oleh faktor lingkungan
terutama gugus fungsi reaktif enzim.
matriks

Penggunaan pengamobil

baik silika gel maupun CMC kurang



mampu mempertahankan stabilitas
enzim. Hal ini ditunjukan dari
gambar bahwa pada penyimpanan 0
— 2 hari terjadi penurunan aktivitas
atau perubahan struktur enzim yang
relatif kecil, namun setelah penyim-
panan hari ke-4 terjadi penurunan

aktivitas yang cukup besar.

Tabel 4. Pengaruh lama penyimpanan
terhadap Kkestabilan aktivitas
enzim bromelin mobil dan

amobil
% Stabilitas | % Stabilitas
% Stabilitas
Hari Bromelin Bromelin
Bromelin
ke- Amobil Amobil
Mobil
Silika Gel CMC
0 100,00 100,00 100,00
1 85,08 91,99 98,16
2 69,39 80,56 95,34
3 24,20 41,93 30,99
4 17,85 34,05 27,84
KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang
dilakukan  diperoleh  kesimpulan
bahwa enzim bromelin dari kulit
nanas dapat diamobilisasi dengan
metode ikatan matriks menggu-
nakan silika gel dan CMC. Kondisi
optimal dari enzim bromelin mobil
hasil isolasi adalah pH 7,5, suhu
41°C, dan waktu inkubasi 10 menit.

Harga Vs dan Ky enzim bromelin

mobil berturut-turut adalah 0,6427
mg/ml/menit dan 19,8393. Kondisi
optimal dari enzim bromelin amobil
silika gel dan adalah pH 7; suhu
43°C; dan waktu inkubasi 15 menit.
Harga Vs dan Ky enzim bromelin
amobil silika gel berturut-turut ada-
lah 0,2469 mg/ml/menit dan 44,0485
mg/ml. Kondisi optimal dari enzim
bromelin amobil CMC dan adalah
pH 7; suhu 43°C; dan waktu inkubasi
15 menit. Harga Vs dan Ky enzim
bromelin amobil CMC berturut-turut
adalah 0,5470 mg/ml/menit dan
29,4858 mg/ml.

. Adanya pengaruh lama penyim-
panan terhadap aktivitas enzim bro-
melin mobil dan amobil dari kulit
nanas. Semakin lama waktu penyim-
panan maka aktivitas enzim semakin

menurun.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjut
tentang pengaruh  penggulangan
pemakaian enzim bromelin amobil
terhadap aktivitas enzim bromelin
serta teknik amobilisasi enzim
bromelin menggunakan  matriks
pengamobil lain yang lebih stabil dan

bermanfaat bagi industri.
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