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Abstrak. Bromelin merupakan enzim proteolitik yang berasal dari buah nanas (Ananas
comosus dan Ananas bracteaius). Sebagai enzim proteolitik, bromelin mampu meme-
cah molekul-molekul protein menjadi bentuk asam amino. Pada penelitian ini enzim
bromelin digunakan dalam pembuatan kecap dari keong mas sebagai katalis. Pem-
buatan kecap dari keong mas tersebut bertujuan untuk memanfaatkan kandungan pro-
tein yang terdapat pada keong mas. Diharapkan masyarakat khususnya petani akan men-
dapatkan manfaat dan nilai tambah dari pengolahan tersebut dengan mengusahakan
kecap keong mas sebagai penghasilan sampingan. Variabel yang dipelajari pada pene-
litian ini adalah perbandingan penggunaan komposisi antara bonggol nanas dengan
keong mas pada perbandingan 1 : 1 (A), 1: 2 (B), dan 1 : 3 (C) serta waktu proses
hidrolisa enzimatis terhadap keong mas. Berdasarkan penelitian yang dilakukan, di-
peroleh hasil bahwa kecap yang paling disukai adalah kecap yang dibuat dengan per-
bandingan | : 2 dengan lama proses pembuatan 3 hari.

Kata kunci : Bromelin, kecap, keong mas

1 Pendahuluan

Bromelin merupakan enzim proteolitik yang berasal dari buah nanas (4nanas comosus
dan Ananas bracteatus). Sebagai enzim proteolitik, bromelin mampu memecah mole-
kul-molekul protein menjadi asam amino. Karena kemampuannya tersebut. enzim bro-
melin ini sering digunakan sebagai pelunak daging. Pada penelitian ini enzim bromelin
digunakan pada proses produksi kecap berbahan baku keong mas. Diharapkan ma-
syarakat khususnya petani akan mendapatkan manfaat dan nilai tambah dari pengolahan
terscbut dengan mengusahakan pembuatan kecap keong mas sebagai penghasilan sam-

pingan.

2 Enzim Bromelin

Enzim bromelin dapat di ekstaksi dari batang nanas yang disebut steam bromelin atau
dapat pula di ekstraksi dari buah yang disebut bromelin bras (fruit bromelain). Penelitian
tentang sifat-sifat enzim ini telah lama dilakukan dan telah diperoleh beberapa data yang
menggambarkan sifat fisik dan kimianya. Bromelin batang dapat dipisahkan atas lima
komponen proteolitik aktif yang berbeda dalam komposisi asam aminonya, dimana
gugus amino ujung adalah valine sedangkan bagian ujung dari gugus karboksil adalah

glisine.

Sifat-sifat fisik enzim bromelin antara lain ditemukan oleh YAMADA (1979) yang me-
nyebutkan bahwa bromelin buah merupakan protein sederhana dengan titik isolistrik
pada pH 4,6 dengan degradasi bertahap ditemukan bahwa asam amino ujung dari brome-

56




Isolasi Enzim Bromelin dari Buah Nai
Pembuatan Kecap Berbahan

lin buah mempunyai susunan sebagai berikut : Alaval-Pro-Gln-Ser-lle-Asp-Trp-Arg-
| Asp-Tyr-Gly-Ala. Sedangkan deretan asam amino disekitar bagian aktifnya yaitu : Asn-
| Pro-Cys-Gly-Ala-Cys, dimana Cys adalah gugus cystein aktif. Sedangkan bromelin bata-
ng termasuk golongan glikoprotein yaitu mengandung satu bagian oligosakarida pada
tiap molekul, yang berikatan secara kovalen dengan rantai polipeptida enzim tersebut.

Enzim bromelin batang ini mempunyai keaktifan terhadap gugus —SH dan gugus ini
merupakan tempat aktivitas hidrolisa katalitiknya, adapun deretan asam amino disekitar
bagian aktifnya dapat ditunjukkan sebagai berikut, Cys-Gly-Ala-Cys-Trp-Asn-Gly-Asp-
Pro-Cys-Gly-Ala-Cys-Trp-Cys menunjukkan bagian aktifnya.
Aktivitas enzim bromelin dipengaruhi oleh beberapa hal diantaranya kematangan buah,
| pH. konsentrasi dan waktu inkubasi. Dengan demikian enzim tersebut mempunyai kisa-
| ran pH dan suhu tertentu yang memengaruhi kemampuan katalisisnya sehingga me-
| nyebabkan aktivitas enzim menjadi maksimum jika konsentrasi substrat dan enzim kon-
| stan(Lehninger, 1993).

Aktivitas enzim bromelin dipengaruhi oleh beberapa hal diantaranya kematangan buah,
pH. konsentrasi dan waktu inkubasi. Dengan demikian enzim tersebut mempunyai kisa-
ran pH dan suhu tertentu yang memengaruhi kemampuan katalisisnya sehingga menye-

babkan aktivitas enzim menjadi maksimum jika konsentrasi substrat dan enzim konstan | |

(Lchninger. 1993). Apabila dilakukan variasi konsentrasi substrat maka dapat diketahui
harga konstanta disosiasi enzim dengan substrat atau dikenal dengan KM. Selain itu juga
dapat diketahui harga kecepatan maksimum pada konsentrasi substrat tertentu di mana
gejala tersebut disebut dengan kinetika penjenuhan. Apabila enzim bekerja pada kondisi
optimum tersebut, diharapkan diperoleh produk yang maksimal.

Kematangan buah : Hasil penclitian TOKKONG (1979) menunjukkan bahwa semakin
matang buah maka enzim bromelin dalam buah tersebut semakin kurang aktif. Hal ini di-
sebabkan pada waktu pematangan buah terjadi pembentukan senyawa tertentu, dalam hal
ini enzim sebagai protein mungkin ikut terpakai dalam senyawa tersebut sehingga se-
bagian struktur enzim akan rusak, akibatnya keaktifannya pun berkurang. Disamping itu,
buah yang masak menunjukkan pH 3,0-3,5, dan pada suasana asam sebagian enzim bro-
melin terdenaturasi atau mengalami perubahan konformasi struktur, sehingga keak-
tifannya berkurang.

= Pengaruh pH : Aktivitas enzim bromelin optimum pada pH 6,5 dimana enzim mempu-

nyai konformasi yang mantap dan juga mempunyai aktivitas yang maksimum. Apabila
pH yang digunakan terlalu tinggi atau terlalu rendah akan terjadi beberapa perubahan

Y yaitu denaturasi protein dengan kecepatan katalisa menurun. Pada pH rendah, enzim ya-

ng bermuatan negatif (E') akan terprotonasi dan muatan negatifhilang. Reaksi yang terja-
di adalah:

E+H —— EH
Sedangkan pada pH tinggi, SH' pada enzim bromelin akan terionisasi dan muatan posi-
titnya hilang.

SH ——S +H
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Dengan demikian terlilhat konsentrasi efektif E dan SH' lebih rendah, maka kecepatan
katalis enzim menurun.

Pengaruh suhu : Suhu optimum untuk enzim bromelin adalah 500°C,di atas dan dibawah
eptimal, energi kinetik molekul substrat maupun enzim cukup rendah sehingga kemung-
kinan substrat dan enzim untuk bertemu dan bereaksi kecil dan kecepatan reaksi menjadi
rendah. Ditambahkan oleh HARROW dan MAZUR (1971). bahwa suhu optimum suatu
enzim sangat dipengaruhi oleh kemurnian enzim tesebut.

Pengaruh konsentrasi dan waktu : Kecepatan katalis enzim meningkat pada konsentrasi
yang lebih besar dan waktu yang lebih lama. Hal ini disebabkan adanya konsentrasi sub-
strat untuk tiap mol enzim. Dengan bertambahnya mol enzim maka dengan konsentrasi
substrat yang tertu akan menyebabkan kecepatan katalis semakin besar, walaupun hubu-
ngan ini bersifar linier. Waktu yang lebih lama akan menyebabkan daya kerja enzim un-
tuk mengkatalis menjadi lebih lama dan tentunya akan menyebabkan hasil yang lebih ba-
nyak pula, bergantung dengan konsentrasi substrat yang ada.

3  Kecap
Terdapat tiga cara dalam pembuatan kecap yaitu fermentasi, hidrolisa kimia dan hidrolisa

enzimatis, tetapi dapat juga dengan cara kombinasi. Pada pembuatan kecap keong mas ini
dipakai cara hidrolisis enzimatis yaitu menggunakan enzim bromelin dari tongkol nanas
vang telah diaktifkan. Pembuatan kecap keong mas hampir sama dengan kecap ikan dan
biasanya rasa yang dihasilkan asin sehingga perlu penambahan gula untuk mengimbangi
rasaasin tersebut.

Pembuatan kecap dengan fermentasi dan hidrolisa enzimatis tidak terlalu beda. Proses
fermentasi menggunakan mikroba sebagai penghasil katalis sedangkan hidrolisa enzim-
atis menggunakan enzim bromelin sebagai katalis. Tetapi ada perbedaan yang sangat men-
colok yaitu pada waktu proses dimana cara fermentasi memerlukan waktu 4 — 7 bulan
sedangkan cara hidrolisa enzimatis hanya 3 — 5 hari sehingga waktu menjadi lebih efektif.
Tetapi kekurangan kecap yang dibuat secara enzimatis aroma yang dihasilkan tidak seku-
at kecap yang difermentasi tradisional. Kelemahan lainnya adalah terbentuknya senya-
wa-senyawa peptida tertentu yang berasa pahit dan bau yang kurang enak. Aroma yang
kurang enak tersebut dapat dikurangi dengan menghentikan proses tersebut tepat sebe-

lum terbentuknya senyawa peptida.

Pada pembuatan kecap dari keong sawah dengan cara hidrolisa enzimatis, cepatnya pro-
ses pembuatan kecap diakibatkan oleh penambahan nenas sebagai sumber enzim bro-
melin yang berfungsi menguraikan dan melarutkan protein yang terdapat pada daging
keong mas. Selama proses hidrolisis berlangsung terbentuk asam glutamat dan asam bu-
tirat, selanjutnya keduanya didentifikasikan sebagai senyawa yang berpengaruh terha-

dap aroma yang baik pada kecap.

Kecap dari keong mas memiliki protein yang lebih tinggi daripada kecap dari bahan ke-
delai. Kecap dari keong mas mempunyai protein sebesar 5 persen dari berat basah, se-
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dangkan kecap kacang kedelai hanya 2-3 persen dari berat basah. Persyaratan yang diten-
| tukan oleh pemerintah untuk pembuatan kecap masih beragam menurut standar mutu
barang No. 25/DSNPM/78, kecap perasa sedang yang diperdagangkan harus mengan-
dung kadar protein kasar 3%, kadar garam 10%, kadar gula 10-20%, memiliki bau dan
warna khas kecap, tidak mengandung logam berbahaya dan tidak berjamur.
Sedangkan persyaratan lain menurut standar industri No. 32/S.1./74 adalah :
- Kadar protein : mutu I minimum 6%, mutu Il minimum 2%
- Logam-logam berbahaya (Hg.Pb.Cu,As): negatif
- Keadaan (bau, rasa, dll) : normal
| Kecap yang bemutu baik adalah kecap yang memenuhi syarat untuk kecap manis dapat
| dilihat pada tabel 1.

Tabel 1 Syarat untuk kecap manis*

Kandungan
Minimum 1,35
4,62
Bau, rasa, dan warna Normal/biasa
Garam (NaCl) Maksimum 10%
Gula (jumlah sakarosa) Minimum 35%
Reaksi terhadap lakmus Tidak boleh alkalis
Zat pemanis dan warna buatan Negatif
Bahan-bahan berbahaya Negatif
Jamur Negatif

*) Sumber : BALAT PENELITIAN KIMIA BANDUNG (1978)

4 Metode Penelitian
4.1 Bahan-bahan Kimia
Bahan-bahan kima yang digunakan adalah : pereaksi biuret, buffer phospate 0,1 M pH
6,7,8, Amonium Sulfat, kasein 2%, TCA 20%. buffer asetat pH 3. pereaksi follin, L-
sistein 0,1 M. NaOH 0.5 M, Etanol absolute, HC1.
Penetapan Variabel
Variabel yang diubah nilainya :
1. Penggunaan sumber enzim bromelin dari bonggol nanas (B1) yang terlebih da-
hulu dilakukan proses isolasi enzimatis (pengaktifan enzim).
2. Proses fraksinasi dengan amonium sulfat 0— 20%, 20—40%, 40—60%
3. Perbandingan penggunaan komposisi antara bonggol dengan keong mas pada
perbandingan 1:1(A), 1:2(B),dan1:3(C).
4. Waktu proses hidrolisa enzimatis terhadap keong mas : A1 (3 hari), A2 (4 hari),
A3 (5 hari), BI (3 hari), B2 (4 hari), B3 (5 hari), C1 (3 hari), C2 (4 hari). C3 (5 ha-
ri)
Kecap yang bemutu baik adalah kecap yang memenuhi syarat untuk kecap manis dapat
dilihat padatabel 1.
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4.2 Pembuatan Enzim Bromelin
a. Isolasi Enzim Bromelin
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Batang atau bonggol nanas dihaluskan dengan homogenizer dan diambil filtratnya
kemudian ditambahkan buffer phospat 0,1 M pH 7. Untuk memisahkan bagian-
bagian yang tidak larut yang masih ada di dalam filtrat dilakukan pemisahan dengan
cara sentrifugasi dengan kecepatan 2500 rpm selama 25 menit pada suhu 25°C, se-
hingga diperoleh filtrat yang mengandung ekstrak kasar enzim bromelin.

Fraksinasi Enzim Bromelin

Proses fraksinasi ini menggunakan amonium sulfat dengan kadar sedemikian hingga
tercapai kejenuhan 20%, 40%, 60%,80%. Sctiap fraksi enzim yang diendapkan dila-
rutkan kedalam larutan buffer phospat 0,1 M pH 7 dan selanjutnya didialisis.

Karakterisasi Enzim Bromelin

Proses ini dilakukan dengan melihat fraksi enzim bromelin dengan aktivitas tertinggi
yang ditentukan oleh konsentrasi substrat, suhu optimum, dan pH optimum. Kondisi
optimum tersebut ditentukan berdasarkan aktivitas maksimum yang dicapai. Penen-
tuan suhu optimum dilakukan dengn variasi suhu pada 45,50,55,60,65,70 °C. Se-
dangkan penentuan pH optimum dilakukan pada variasipH 4.5.6,7,8, dan9.

. Penentuan K, danv_.

Proses penentuan nilai K, dan v, dilakukan berdasarkan variasi konsentrasi subs- |

trat dan diperoleh aktivitas enzim yang sebanding dengan kecepatan reaksi enzim-
atis. Pada berbagai konsentrasi substrat kasein yaitu 2.4,6,8,10.dan 12 mg/ml
selanjutnya harga K, dan v, ditentukan dari grafik antara konsentrasi substrat dan
kecepatan reaksi ditransformasikan dari persamaan Michaelis-Menten yaitu :

V = Vo [SYKM.[S]
ke dalam persamaan Lineaweaver-Burk yaitu:
IVe=Ky/ Vous - 1/ [8] 1/ ¥

NilaiK,, danv,,. akandidapatdengan membuat grafik antara 1/v dengan 1/[S].

Penentuan Kadar Protein
Kadar protein dilakukan dengan metode Biuret pada % 520 nm sebagai standar di-
gunakan larutan kasein dengan berbagai variasi konsentrasi yaitu 2,4,6,8,10.dan 12

(mg/ml).

Penentuan Aktivitas Enzim

Aktivitas enzim diuji menggunakan metode Bergmever yang didasarkan kepada ke-
mampuan protase menghidrolisa substrat menjadi tirosin yang dilakukan oleh enzim
bromelin. Filtrat yang diperoleh dibaca pada spektrofotometer terhadap blanko ma-
sing-masing pada 280 nm. Dalam menentukan nilai aktivitas enzim dibuat kurva
standar tirosin dengan konsentrasi sehingga diperoleh garis regresi hubungan antara
absorbansi dengan konsentrasi tirosin dapat diketahui jumlah tirosin yang dibebas
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kan oleh enzim. Unit aktivitas protase dinyatakan sebagai jumlah enzim yang me-
nyebabkan kenaikan absorbansi pada panjang gelombang 280 nm yang setara de-
ngan sejumlah Ug tirosin/ ml enzim/ menit.

Ug tirosin/menit

Aktivitas Enzim = :
mol Enzim

Pembuatan Kecap
Membersihkan dan mengambil keong mas dari cangkangnya.
Merebus keong mas pada suhu 70'C selama | jam, setelah itu diamkan sampai su-
hunya 50"C.
Mencampur daging keong mas masing-masing sebanyak 60 gram dengan bong-
gol atau daging buah nanas dengan perbandingan 1: 1(A). 1:2(B)dan1:3(C)
kemudian menghaluskannya.
Menambahkan garam sebanyak 20 % dari berat keong mas pada pencampuran
tersebut yang bertujuan untuk mencegah pertumbuhan bakteri pembusuk, ke-
mudian menyimpannya dengan cara diinkubasi pada suhu 500°C selama 3 hari.
Menambahkan air dengan perbandingan 1:4 pada campuran yang telah dihan-
curkan, kemudian panaskan pada suhu 70 - 80"C selama 15 menit kemudian me-
nyaringnya.
Memanaskan filtrat hasil penyaringan tersebut pada suhu 70 - 80°C, setelah 15
menit tambahkan bumbu-bumbu yang telah disiapkan
Memasak campuran tersebut selama 2 jam kemudian dilakukan penyaringan un-
tuk membuang ampas dan cairan hasil penyaringan yang merupakan produk ke-
cap keong mas.
Menganalisa produk kecap keong mas ( rasa, aroma. kekentalan, warna, kadar
protein).

5 Hasildan Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk memanfaatkan kandungan protein yang terdapat pada ke-
ong mas scbagai bahan baku pembuatan kecap dengan menggunakan enzim bromelin.
Selain itu penelitian ini bertujuan untuk melakukan isolasi dan mempelajari karakterisasi
enzim bromelin dari batang nanas. Enzim bromelin dapat diperoleh dari tanaman na-
nas baik tangkai. kulit, buah, daun danbatangnya(bonggol)dan selama ini beberapa
penelitian banyak menggunakan buahnya untuk memperoleh enzim bromelin. Pada pe-
nelitian ini enzim bromelin diisolasi dari bonggolnya yang selama ini belum banyak
dimanfaatkan. Menurut Hartadi enzim bromelin paling banyak terdapat pada bonggol bu-
ah nanas. Ekstrak kasar enzim bromelin yang diperoleh difraksinasi dengan Amonium
Sulfat,dengan variasi persen (%) amonium sulfat. Fraksi antara 40— 60% menunjukan ak-
tivitas bromelin dan kadar protein tertinggi, yaitu kadar protein = 2,826 mg/ml dan ak-
tivitasnya adalah = 1,998 ug/ml. Hal ini menunjukan bahwa pada variasi ini terdapat cks-
trak protein paling banyak dan sebagian besar dari protein tersebut merupakan enzim
bromelin yang ditunjukkan dengan nilai aktivitas tertinggi dibandingkan dengan fraksi
lainnya.
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aktivitas enzim (ug/ml)

40
suhu (C}

Gambar 1 Hubungan antara aktivitas enzim terhadap suhu

Penggunaan enzim bromelin pada pembuatan kecap keong mas dengan berbagai per-
lakuan yang berbeda menghasilkan kadar protein yang tertinggi pada perlakuan B1 (
2 - 1) dengan lama hidrolisa 3 hari yaitu 4,6 mg/ml (tabel 2.). Bila dirata-ratakan antara
B1.B2. dan B3 kadar protein yang didapat adalah 3,733 mg/ml. Hal ini disebabkan oleh
perbandingan antara daging keong dengan enzim, karena protein yang dihidrolisa relatif
Iebih banyak,

Tabel 2 Kadar protein kecap keong mas
Kadar Kadar

Perlakuan
(kode)

protein protein
(mg/ml) (rata-rata)
Al 565 3
A2 5.60 25 2,967
A3 5,70 34
Bl 572 4.6
B2 3.60 34
B3 5,66 32
Cl1 5.59 26
C2 5.67 24
3 5,66 3

Penentuan K,, dan v, dilakukan berdasarkan variasi konsentrasi substrat dan diperoleh
aktivitas enzim yang sebanding dengan kecepatan reaksi enzim. Berdasarkan persamaan
garis pada Gambar 2. diperoleh harga K,= 5 mg/ml. Nilai K,; tersebut menyatakan te-
tapan disosiasi kompleks enzim-substrat. Apabila nilai K, kecil menunjukan kompleks
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enzim tersebut semakin mantap sehingga mempunyai afinitas yang tinggi terhadap subs-
trat dan sebaliknya. Harga v, .. diperoleh 0.5 mg/ml menit, hal ini menunjukan bahwa
setiap mililiter ekstrak kasar bromelin menghasilkan produk setiap menitnya maksi-
mal 0,5 mg.

Vrman
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—i': Gambar 2 Kurva Lineweaver-Burkichaelis
Tabel 3 Uji organoleptik
Perlakuan organoleptik Hasil
= Rata-
1 (kode) Rasa Aroma Warna Kekentalan rata
3 Al 47 45 44 44 4,500
" A2 45 44 43 46 4450
" A3 48 46 42 4.7 4,575
= BI 44 42 43 48 4425
= B2 43 47 44 49 4575
B3 45 45 46 46 4550
= Cl 45 45 42 4.7 4475
3 & 46 44 45 4.6 4525
3 C3 47 4.6 43 47 4575

Keterangan :
1. Palingsenang. 4. Cukup senang 7. Cukup tidak senang



2 Senangsekali.  5.Biasa 8. Tidak senang
3. Senang sedikit 6. Tidak senang 9. Sangat tidak senang

Hasil pengujian pH pada kecap keong mas ini paling tinggi pada kode B1 yaitu 5,72 se-
dangkan pH paling rendah kode C1 yaitu 5,59. Sedangkan pH kecap menurut BALAI PE-
NELITIAN KIMIA BANDUNG (1978) adalah 4,62. Hal ini disebabkan oleh beberapa
bumbu-bumbu yang memiliki sifat tidak asam, sehingga sangat mempengaruhi pH kecap

keong mas.
& Kesimpulan
1. Proses isolasi enzim bromelin untuk memperoleh fraksinasi ekstrak kasar dengan a-

monium sulfat pada fraksi 40 - 60% menghasilkan aktivitas bromelin dan kadar pro-
tein paling tinggi, yaitu aktivitas bromelin 1,998 ug/ml dengan kadar protein 2,826
mg/ml.

2 Suhuoptimum dicapai pada 550C dengan nilai aktivitas 4,050 ug/ml.

3. Harga KM yang didapat yaitu 5 mg/ml, sedangkan harga Vmax adalah 0,5 mg/ml me-
nit.

4 Pada uji organoleptik kecap yang paling banyak disukai adalah B1 dengan nilai

4.425. Sedangkan yang kurang disenangi adalah kecap dengan kode A3, B2. dan C3
dengannilai4,475.
5. Pada pengujian kadar protein dan pH pada kecap keong mas, kadar protein yang ter-
tinggi terdapat pada kode B1 yaitu 4,6 dan kadar protein rata-rata tertinggi terdapat
pada perlakuan B. Sedangkan nilai pH tertinggi terdapat pada kode B1 yaitu 5,7 dan
terendah terdapat pada kode C1 yaitu 5.59.
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