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ABSTRAK

Usus ikan tongkol merupakan bagian saluran pencernaan ikan yang memiliki pH neteral sehingga
berpotensi sebagai sumber enzim, yaitu enzim tripsin. Enzim tripsin dari jeroan ikan bisa menjadi
alternatif dari enzim tripsin komersil yang berasal dari babi dan sapi. Penelitian ini bertujuan menganalisis
karakteristik fraksi amonium sulfat enzim tripsin dari usus ikan tongkol. Tahapan penelitian diawali dengan
ekstraksi enzim tripsin dari usus ikan tongkol lalu difraksinasi menggunakan amonium sulfat (0-80%).
Fraksi terbaik dikarakterisasi suhu, pH, pengaruh ion logam, stabilitas terhadap NaCl, dan substrat optimum
serta dilakukan analisis kinetika reaksi. Pengukuran aktivitas enzim menggunakan substrat N-a-benzoyl-
DL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA). Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kasar tripsin memiliki
aktivitas sebesar 0,205 U/mL. Aktivitas enzim tripsin tertinggi terdapat pada fraksi amonium sulfat fraksi
40-50% sebesar 0,248 U/mL. Enzim bekerja optimum bekerja pada suhu 60°C dan pH 9. Ion logam ZnCl,
dan CaCl, menghambat aktivitas tripsin, sedangkan MnCl,, CuCl,, dan NaCl dapat meningkatkan aktivitas
tripsin. Aktivitas tripsin stabil pada NaCl 5-30%. Enzim tersebut memiliki nilai V_ sebesar 0,42 mmol/s
dan nilai Nilai K_sebesar 1,12 mM
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Characterization of Ammonium Sulphate Fraction Tripsin Isolated from Intestine of
Little Tuna

ABSTRACT

Intestine is part of the digestive tract of fish having neutral pH. Thus, fish intestine is a potential source
of typsin and can be an alternative source to the commercial trypsin enzyme derived from pork and cat-
tle. This study was aimed to analyze the characteristics of the ammonium sulphates fraction of the trypsin
enzyme from tuna intestine. The research began with the extraction of the trypsin enzyme from the little
tuna intestine and followed up by fractionation using ammonium sulphates (0-80%). Optimum tempera-
ture and pH as well as effects of metal ions, stability to NaCl, optimum substrate and reaction kinetics were
determined. Enzyme activity was measured using N-a-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA). The
results showed that the trypsin crude extract had an activity of 0.205 U / mL. The highest enzyme activity
was found in the ammonium sulphates fraction of 40-50% . The enzyme worked optimally at 60°C and pH
9. Metal ions including ZnCl, and CaCl, inhibited trypsin activity, while MnCl,, CuCl,, and NaCl increased
trypsin activity. Trypsin activity was stable at 5-30% NaCl. The enzyme hada V__ value of 0.42 mmol/s and
a K value of 1.12 mM.

Keywords: ammonium sulfate fraction, BAPNA, viscera, little tuna, trypsin enzyme
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PENDAHULUAN

Enzim yang dibutuhkan untuk industri
di Indonesia, sebesar 99% masih diimpor dari
negara lain. Penggunaan enzim di Indonesia
mencapai 2.500 ton dengan nilai impor 200
milyar pada tahun 2017. Kebutuhan enzim
di Indonesia cenderung meningkat setiap
tahun dan diperkirakan permintaan pasar
terhadap enzim akan meningkat sekitar 5-7%
per tahun dalam kurun waktu 2015 sampai
2020 (Kemeristekdikti 2017). Enzim banyak
digunakandalamberbagaiproseskimiawipada
bidang industri dan bioteknologi. Gimenes et
al. (2019) menjelaskan bahwa enzim protease
banyak diaplikasikan pada berbagai industri.
Protease alkali diaplikasikan di industri
kulit, kertas, pulp, deterjen, tekstil, industri
makanan dan farmasi. Enzim protease lain
yang banyak digunakan di industri adalah
pepsin. Enzim tersebut memiliki kemampuan
untuk membekukan kasein selama pembuatan
keju.

Tripsin merupakan salah satu enzim
yang termasuk golongan enzim proteolitik
atau protease serin yang diproduksi di
pankreas. Tripsin bekerja mengkatalisis reaksi
pemecahan protein dengan menghidrolisis
ikatan peptida antara asam amino lisin
dan arginin menjadi senyawa yang lebih
sederhana (Sulistyowati et al. 2016). Enzim
tripsin berada dalam bentuk inaktif yaitu
tripsinogen ketika diproduksi di pankreas.
Aktivasi tripsinogen menjadi tripsin akan
mengaktivasi enzim lainnya pada sistem
pencernaan sehingga keberadaan tripsin
sangat penting untuk memulai pencernaan di
usus (Teich et al. 2005). Tripsin merupakan
enzim yang umumnya digunakan untuk
melepaskan sel vero dari mikrokarrier pada
proses produksi vaksin. Tripsin komerisal
saat ini umumnya diperoleh dari ekstraksi
protease menggunakan asam atau alkohol dari
pankreas mamalia, umumnya babi (Parfitt
1999).

Penggunaan pankreas babi sebagai bahan
baku dalam pembuatan enzimmerupakan hal
yang kontroversial di masyarakat Indonesia
yang mayoritasnya muslim karena masalah
kehalalannya (Muallifah 2017). Sapi dapat
dijadikan sebagai alternatif sumber tripsin.
Namun, tripsin dari sapi belum umum
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penggunaannya sertadikhawatirkan terjangkit
penyakit bovine spongiform encephalopathy
(BSE) yang popular sebagai penyakit sapi gila
sehingga penggunaan tripsin dari sapi masih
dihindari (Ranasasmita dan Roswiem 2015).
Hal ini mendorong perlunya subtitusi dengan
bahan utama lain misalnya ikan.

Industri  perikanan di  Indonesia
menghasilkan limbah dalam volume yang
cukup besar. Moniharapon dan Pattipeilohy
(2016) menyatakan bahwa rendemen limbah
ikan tuna mencapai 60,3% yang terdiri atas
23,1% daging merah, 17,8% kepala, 8,5%
tulang dan sirip, 3,7% kulit, 3,2% isi perut, 0,9%
darah, dan 0,6% jantung. Akan tetapi, jumlah
limbah yang besar ini belum dimanfaatkan dan
berpotensi mencemari lingkungan. Tingginya
produksi perikanan diikuti dengan tingginya
limbah yang dihasilkan perlu diimbangi
dengan penanganan dan pemanfaatan
limbah. Li et al. (2006) menyatakan bahwa
jeroan ikan tuna bagian spleen merupakan
sumber enzim protease. Pasaribu et al. (2018)
berhasil mengisolasi pepsin dari lambung
tuna. Khandagale et al. (2017) dengan sampel
Sardinella longiceps dan Barkia et al. (2010)
dengan sampel Boops boops menemukan
adanya aktivitas enzim tripsin pada jeroan
ikan. Kim dan Jeong (2012) melaporkan
bahwa jeroan bagian usus ikan Paralichthys
olivaceus juga menemukan aktivitas enzim
tripsin. Pemanfaatan jeroan ikanyang belum
optimal mendorong pada penelitian ini untuk
menganalisis karakteristik fraksi amonium
sulfat tripsin yang diekstrak dari usus ikan
tongkol.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian
iniyaitu jeroan ikan tongkol, dimetil sulfoksida
(Merck, for analysis), amonium sulfat, tris
base (sigma), hydrocloric acid (Merck, for
analysis), asam asetat (Merck KGaA), N-a-
benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilida (BAPNA)
(Sigma), bovine serum albumin (BSA),
akuades, CaCl, 2H,0 (Merck), MnCl,(Merck),
CuClz(Merck)) ZnClZ(Merck)) CaClz(Merck)’
dan NaCl (Merck).

Alat yang digunakan meliputi waterbath,
centrifuge (BECKMEN model J2-21), mini
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centrifuge  (centurion scientific  K240),

spektrofotometer UV-Vis (Labomed).

Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui tiga
tahapan. Tahapan pertama yaitu preparasi
sampel dan pengukuran morfometrik,
selanjutnya ekstraksi enzim, pengendapan
ekstrak kasar enzim dengan amonium sulfat
dan karakterisasi enzim tripsinfraksi terbaik.

Preparasi sampel dan pengukuran
morfometrik

Usus ikan tongkol yang telah bersih
disimpan dalam freezer (-20°C)  guna
meminimalisirautolisis protease. Morfometrik
yang diukur meliputi panjang usus, lebar
usus, dan bobot usus. Usus dipotong menjadi
ukuran yang lebih kecil (2-4 cm).

Ekstraksi enzim tripsin (Barkia et al.
2010)

Usus ikan dihaluskan hingga lumat
kemudian dihomogenisasi menggunakan
buffer tris-HClI0.01 M pH 8 dengan rasio 1:4
(b/v). Kemudian disentrifugasi selama 30
menit pada suhu 4°C dengan kecepatan 9.500
g. Supernatan yang diperoleh merupakan
ekstrak kasar enzim. Ekstrak kasar enzim
tripsin (supernatan) diukur kadar protein
(Bradford 1976) dan aktivitas enzim
(Silva et al. 2011).

Pengendapan ekstrak kasar enzim
tripsin dengan amonium sulfat
(Barkia et al. 2010)

Supernatan yang diperoleh dari tahap
ekstraksi diendapkan dengan amonium sulfat
yang berfraksi. Fraksi amonium sulfat yang
digunakan adalah 0-10%,10-20%, 20-30%,
30-40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%(b/
v). Sampel ditempatkan ke dalam tabung
reaksi dan suhu labu dikondisikan menjadi
4°C menggunakan es gel. Penambahan
larutan amonium sulfat dilakukan dengan
dituang sedikit demi sedikit ke dalam larutan
enzim sambil diaduk. Proses pengadukan
membutuhkan waktu +45 menit. Larutan
enzim lalu disentrifugasi dengan kecepatan
11,800 g selama 30 menit pada suhu 4°C.
Endapan kemudian dipisahkan dari cairannya.
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Cairan yang tersisa dicatat volumenya
untuk digunakan pada pengendapan fraksi
selanjutnya. Endapan yang dihasilkan pada
tahap ini dianalisis kadar protein (Bradford
1976) dan aktivitas enzim (Silva et al. 2011).
Karakterisasi enzim fraksi
terbaik amonium sulfat

Karakterisasi ~enzim tripsin = yang
dilakukan meliputi penentuan suhu dan pH
optimum, pengaruh ion logam, dan pengaruh
konsentrasi NaCl terhadap aktivitas enzim
tersebut, danpenentuan kinetika reaksi.
Suhu optimum enzim tripsin ditentukan
dengan melakukan variasi suhu inkubasi (20-
70°C). Penentuan pH optimum dilakukan
dengan menambahkan buffer TrisCl 0,05M
pH 5-10. Beberapa logam yang digunakan
untuk menentukan pengaruhnya terhadap
aktivitas enzim tripsin, yaitu NaCl, MnClz,
ZnClz, CuClz, dan CaClz. Konsentrasi NaCl
yang digunakan untuk mengetahui stabilitas
enzim tripsin adalah 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
dan 30%.(b/v) Konsentrasi substrat yang
digunakan untuk menentukan kinetika reaksi
adalah 1-3,5% (b/v).

tripsin

Analisis kadar protein (Bradford
1976)
Sebanyak 0,1 mL larutan enzim

ditambahkan ke dalam tabung berisi 5 mL
pereaksi Bradford. Perlakuan pada blanko,
larutan enzim diganti dengan akuades.
Larutan tersebut divorteks dan diinkubasi
selama 5 menit pada suhu 35°C. Absorbansi
larutan diukur pada panjang gelombang
595 nm. Standar protein yang digunakan
adalah BSA dengan konsentrasi 0-1 mg/mL.
Konsentrasi protein larutan enzim ditentukan
berdasarkan persamaan garis linear hubungan
antara konsentrasi standar protein dengan
absorbansi.

Analisis aktivitas enzim (Silva et al.
2011 yang dimodifikasi)

Aktivitas  enzim tripsin  ditentukan
menggunakan substrat spesifik tripsin yaitu
BAPNA. Larutan BAPNA dibuat dengan
melarutkan 0,0435 g BAPNA dalam 1 mL
DMSO, kemudian dilarutkan dengan Tris HCI
0,05 M yang mengandung CaCl, 2H,0 0,02 M
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sampai 100 mL. Selanjutnya sampel sebanyak
0,05 mL ditambahkan larutan BAPNA
sebanyak 2,5 mL, kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 10 menit. Larutan
asetat 30% ditambahkan sebanyak 1 mlL,
lalu diinkubasi lagi pada suhu 37°C selama
10 menit. Absorbansi sampel diukur pada
spektrofotometer dengan panjang gelombang
410 nm. Aktivitas enzim dihitung berdasarkan
persamaan :

. . (Asampel- Ablanko)xvolume total setelah direaksikanx1000
Aktivitas enzim(U)=

8800x waktu inkubasixvolume enzim yang direaksikan

Analisis Data

Data kuantitatif hasil penelitian diolah
menggunakan aplikasi Microsoft Excel 2010
dengan menghitung nilai tengah dan standar
deviasinya. Data disajikan dalam bentuk tabel
dan dijelaskan secara deskriptif. Penelitian
dilakukan dengan dua kali pengulangan pada
setiap parameter uji.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Morfometrik Usus lkan Tongkol

Ikan tongkol memiliki panjang berkisar
11,7-55,4 cm (Chodrija et al. 2013).  Usus
ikan tongkol yang digunakan dalam
penelitian memiliki berat 4,43+086 g dan
panjang 25,27+1,17 cm. Hasil penelitian
juga menunjukkan bahwa rendemen jeroan
ikan tongkol sebesar 12,30+0,43% dan
rendemen usus sebesar 6,75+1,13% dari total
jeroan ikan. Berdasarkan cara makannya,
ikan tongkol termasuk golongan karnivora
sehingga memiliki panjang usus 0,5-2,4 kali
panjang tubuhnya (Kramer dan Bryant 1995).
German et al. (2004) melaporkan bahwa
ikan yang termasuk karnivora, contohnya
Anoplarchus purpurescens, memiliki
peningkatan aktivitas tripsin yang lebih cepat
dibandingkan dengan jenis ikan lainnya.

Aktivitas Ekstrak Kasar Tripsin dari
Usus Tongkol

Ekstrak  kasar  tripsin  merupakan
supernatan dari hasil sentrifugasi pertama
setelah  usus tongkol dilumatkan dan
dihomogenisasikan dengan buffer tris-HCL
Tripsin yang diperoleh diuji aktivitasnya
menggunakan substrat BAPNA. Nilai aktivitas
ekstrak kasar tripsin dapat dilihat pada Table 1.

Aktivitas ekstrak kasar tripsin yang
diperoleh yaitu 0,205 U/mL dengan total
aktivitas 11,48 U. Konsentrasi protein enzim
tripsin sebesar 0,7 mg/mL dengan total
protein sebesar 39,2 mg. Dengan demikian
aktivitas spesifik ekstrak kasar enzim tripsin
sebesar 0,29 U/mg. Kim dan Jeong(2012)
melaporkan bahwa enzim tripsin-like yang
diperoleh dari usus ikan pipih (paralichthys
olivaceus) memiliki aktivitas sebesar 94 U/
mg. Kim dan Jeong (2013) menyatakan bahwa
satuan unit (U) menunjukkan kuantitas enzim
yang mengkatalisis reaksi 1 umol substrat
permenit pada kondisi optimum. Usus ikan
tongkol diekstrak menggunakan buffer
tris-HCl dengan pH 8. Penggunaan pelarut
buffer Tris-HCl dapat menjaga kestabilan
pH selama proses ekstraksi. Penggunaan pH
8 karena enzim tripsin menurut penjelasan
Benjakul et al. (1997) merupakan enzim yang
termasuk protease alkali. Metode penelitian
menggunakan substrat BAPNA dalam buffer
tris-HCI, dilanjutkan dengan menghentikan
aktivitas enzim menggunakan asam asetat
yang bersifat asam.

Fraksi Tripsin dari Usus lkan Tongkol
setelah Pengendapan dengan
Amonium Sulfat

Ekstrak kasar enzim tripsin diendapkan
menggunakan amonium sulfat. Proses
pengendapan amonium sulfat dilakukan
dengan fraksi 0-10%, 10-20%, 20-30%, 30-

Table 1 Comparasion of tripsin activity between crude extract versus fraction of ammonium sulphates 40-50%

Volume  Protein  Enzyme Totalof Totalof Specificity Yield Fold
Step (mL) (mg/mL)  activity  activity = protein  ofactivity (%)
(U/mL) (U) (mg) (U/mg)
Crude extract 56 0.700 0.205 11.48 39.20 0.29 100.00 1
40-50% fraction 18 0.646 0.248 4.46 11.63 0.38 29.66 1.31
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40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, dan 70-80%
selama 45 menit kemudian disentrifugasi.
Pellet yang dihasilkan diuji aktivitas enzim.
Hasil pengujian aktivitas enzim dapat dilihat
pada Figure 1.

Figure 1. menunjukkan nilai aktivitas
tripsin ~ yang  berbeda-beda  setelah
pengendapan dengan amonium sulfat pada
setiap fraksi. .Aktivitas enzim tripsin tertinggi
terdapat pada fraksi 40-50% sebesar 0,248 U/
mL. Aktivitas ini meningkat dibandingkan
dengan aktivitas ekstrak kasar enzim. Proses
pengendapan memurnikan enzim sebesar
1,32 kali. Perbandingan aktivitas enzim
ekstrak kasar dengan aktivitas fraksi terbaik
dapat dilihat pada Table I. Ekstraksi tripsin
oleh Santos et al. (2016) menggunakan spesies
ikan Luphiosilurus alexandri menunjukkan
bahwa fraksi yang terbaik yaitu pada 40-60%.
Hasil tersebut sejalan dengan penelitian yang
dilakukan karena masih berada dalam kisaran
40-60%. Khandagale et al. (2017) dengan
sampel Sardinella longiceps mendapatkan hasil
pemurnian 1,7 kali dengan pengendapan 30-
70% amonium sulfat. Hasil penelitian yang
diperoleh Barkia et al. (2010) menunjukkan
aktivitas tripsin fraksi amonium sulfat yang
diisolasi dari jeroan ikan Bogou (Boops
boops) memiliki aktivitas sebesar 0,6 U/mL.

Pengendapan dengan amonium sulfat
bertujuan untuk meningkatkan aktivitas
dengan cara mengurangi kandungan senyawa-
senyawa lain dari ekstrak kasar enzim.
Kelebihan metode ini yaitu sederhana, murah,
dan tidak akan merusak enzim. Pengendapan
dengan amonium sulfat akan mempengaruhi
kelarutan protein. Burgess (2009) menjelaskan
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bahwa garam yang banyak digunakan dalam
mengendapkan protein salah satunya adalah
amonium sulfat (NH,),SO, Amonium sulfat
sering digunakan pada proses karena tingkat
kelarutannya yang tinggi sehingga membuat
larutan memiliki kekuatan ionik yang tinggi,
hal itu diperkuat dengan pernyataan bahwa
NH,* dan SO, menunjukkan stabilitas yang
tinggi terhadap pengikatan struktur protein.
Salting out terjadi akibat kompetisi antara
ion-ion dari garam amonium dan molekul
enzim dalam berinteraksi dengan molekul air.
Tingginya kadar ion menyebabkan molekul
protein berinteraksi dengan molekul protein
lainnya sehingga membentuk endapan (Kita
et al. 1994). Pengendapan ini tidak akan
menyebabkan struktur protein dari enzim
rusak dan kehilangan aktivitasnya apabila
dilakukan pada suhu 5-10°C (Sinaga et al.
2014).

Suhu Optimum Tripsin Usus lkan
Tongkol Fraksi Terbaik

Pengaruh suhu terhadap aktivitas tripsin
diuji dengan menginkubasi enzim pada suhu
20, 30, 40, 50, 60 dan 70°C. Aktivitas enzim
meningkat seiring dengan meningkatnya
suhu yang digunakan dan mencapai
maksimum pada suhu 60°C sebesar 0,461 U/
mL. Suhartono (1989) melaporkan bahwa
suhu yang meningkat sampai suhu optimum
menyebabkan kecepatan reaksi enzim naik
karena energinya bertambah. Energi yang
meningkat akan mempercepat gerak vibrasi,
translasi, dan rotasi enzim dan substrat
sehingga memperbesar peluang enzim dan
substrat bereaksi. Selain itu, suhu yang
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Figure 1 Activity of trypsin after precipitation with ammonium sulfate (0-80%)
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Figure 2 Trypsin activity of little tuna at pH 8 with different temperature

meningkat dapat meningkatkan frekuensi
tumbukan antara molekul enzim dan substrat
sehingga mengaktitkan enzim (Yazid 2006).
Namun, Suhartono (1989) menyatakan bahwa
meningkatnya suhu melebihi suhu optimum
dapat menyebabkan enzim terdenaturasi
dan menghentikan aktivitas katalisinya,
serta substrat akan mengalami perubahan
konformasi, sehingga substrat tidak dapat
berikatan dengan sisi aktif enzim. Hal tersebut
mengakibatkan tidak terbentuknya kompleks
enzim dengan substrat sehingga aktivitas
enzim menurun. Aktivitas tripsin dengan
suhu inkubasi yang berbeda dapat dilihat pada
Figure 2.

Khandagale et al. (2017) yang menggunakan
sampel Sardinella longiceps melaporkan hasil
suhu optimum sejalan dengan enzim tripsin
ikan tongkol. Namun suhu optimum enzim
tripsin ikan tongkol lebih tinggi dibandingkan
hasil penelitiaan Bougatef et al. (2007) yang
menggunakan sampel Sardina pilchardus
dengan aktivitas maksimum pada suhu
55°C, dan lebih rendah dari penelitian Balti
et al. (2009) dimana aktivitas maksimumnya
pada suhu 70°C. Lingkungan hidup ikan
dapat mempengaruhi suhu optimum tripsin
(Kim dan Jeong 2012). Oktavianto et al.
(2009) menyatakan bahwa suhu air dapat
mempengaruhi proses enzimatis dalam
tubuh ikan. Grizelle dan Rogers (2003) juga
menyatakan bahwa suhu lingkungan hewan
akuatik mempengaruhi proses fisiologis
dalam tubuh, salah satunya aktivitas enzim.

Aktivitas enzim tripsin ikan tongkol pada
suhu 70 °C mengalami penurunan yang cukup
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drastis, hal ini disebabkan oleh sebagian
protein telah terdenaturasi. Suhu yang tinggi
akan menyebabkan putusnya ikatan hidrogen,
ikatan ion, atau interaksi hidrofobik sehingga
struktur enzim berubah mengakibatkan
terjadinya  penurunan aktivitas enzim
(Whitaker 1994). Suhu optimum pada enzim
mengefektifkan ikatan antara enzim dan
substrat sehingga pembentukan kompleks
enzim dan substrat semakin mudah dan
aktivitasnya akan meningkat. Kenaikan
pada suhu optimum menyebabkan aktivitas
enzim meningkat karena suhu tinggi
dapat meningkatkan energi kinetik yang
mempercepat vibrasi, translasi, dan rotasi
substrat dan enzim yang memudahkan
terbentuknya kompleks enzim dan substrat
(Kosim 2009).
pH Optimum Tripsin Usus Ikan
Tongkol Fraksi Terbaik

Enzim tripsin dari usus ikan tongkol diuji
karakteristik pH optimum. Analisis pengaruh
derajat keasaman pada aktivitas tripsin
dilakukan menggunakan substrat dengan
pH yang berbeda yaitu 5, 6, 7, 8, 9, dan 10.
Hasil pengujian pengaruh nilai pH terhadap
aktivitas enzim dapat dilihat pada Figure 3.

Figure 3 menunjukkan hasil analisis
aktivitas enzim dengan pH yang berbeda.
Aktivitas enzim meningkat seiring dengan
meningkatnya pH yang digunakan, namun
sedikit mengalami penurunan pada pH 10.
Aktivitas enzim tertinggi pada pH 9 sebesar
0,67 U/mL. Hasil ini sesuai dengan penelitian
sebelumnya oleh Santos et al. (2016) dan
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Figure 3 Trypsin activity of little tuna at temperature 60°C at different pH

Barkia et al. (2010) dimana pH optimumnya
adalah 9.

Kenaikan pH (basa) atau penurunan
pH (asam) dapat menyebabkan penurunan
aktivitas enzim dengan cepat hingga
menghentikan aktivitas katalitiknya. Hal ini
terjadi karena struktur enzim mulai berubah,
sehingga substrat tidak dapat berikatan
dengan sisi aktif enzim dan proses katalis
tidak dapat berlangsung dengan sempurna.
Profil aktivitas pH enzim menggambarkan
pH pada saat gugus pemberi atau penerima
proton yang penting pada sisi katalitik enzim
berada dalam tingkat ionisasi yang diinginkan.
pH optimum enzim tidak harus sama dengan
pH lingkungan normalnya, dengan pH yang
mungkin sedikit berada di atas atau dibawah
pH optimum (Nurkhotimah 2017).

Tingkat  keasaman  mempengaruhi
aktivitas enzim tripsin.Enzim tripsin menurut
Benjakul et al. (1997) merupakan enzim
yang termasuk protease alkali. Tripsin dapat
mengikat substrat dengan baik pada kondisi
basa dan sebaliknya pada kondisi asam
karena enzim akan mengalami denaturasi
pada pH asam. Penelitian Santos et al. (2016)
membuktikan bahwa pada pH 4 dan 5 tripsin
tidak memiliki aktivitas, sedangkan pada pH
6-11 menunjukkan adanya aktivitas, dengan
aktivitas optimum pada pH 9. Kim dan
Jeong (2012) juga menjelaskan bahwa tripsin
memiliki aktivitas pada pH 7-10.

Pengaruh lon Logam terhadap
Aktivitas Tripsin Usus lkan Tongkol

Jenis enzim memberikan reaksi yang
berbeda terhadap beberapa jenis ion
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logam yang berbeda (Lehninger 1997).
Analisis pengaruh ion logam untuk melihat
pengaruhnya terhadap aktivitas tripsin.Hasil
analisis dapat dilihat pada Table 3.

Table 3 Effect of metal ion (0.005 M) to trypsin
activity of little tuna

Metal Ion Activity (%)

Control 100

Mn? 111£0.030
Zn* 47+0.023
Cu®* 107+0.049
Na* 114+0.029
Ca* 81+0.421

Aktivitas enzim tripsin mengalami

penghambatan oleh ZnCl, dan CaCl.
Penghambatan terbesar yaitu pada ZnCl,
dengan konsentrasi 0,005 M dengan aktivitas
sebesar 47%. Ion logam lain yaitu MnClz,
CuClz, dan NaCl meningkatkan aktivitas
enzim. Aktivitas tertinggi ditunjukkan oleh
NaCl konsentrasi 0,005 M sebesar 114%.
Salah satu karakteristik aktivitas enzim
adalah memerlukan kofaktor. Tidak semua
enzim dapat bekerja sendiri. Kofaktor
merupakan gugus non protein dari enzim
yang menentukan aktivitas katalitiknya.
Senyawa kofaktor meliputi ion logam
sederhana dan molekul organik (Wiseman
1985). Senyawa kofaktor yang berupa ion
logam ada yang berpotensi meningkatkan
aktivitas kerja suatu enzim yang disebut
sebagai aktivator enzim, dan ada yang
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menghambat aktivitas enzim atau disebut
inhibitor enzim (Sumardjo 2006). Menurut
Green dan Neurath (1993) Keberadaan ion
Ca dan Mn dapat meningkatkan aktivitas
enzim sebesar 25%. Sulistiyowati et al. (2016)
menemukan bahwa ion Cu bersifat sebagai
inhibitor dan ion Zn bersifat sebagai aktivator.
Barkia et al. (2010) melaporkan bahwa enzim
tripsin yang diisolasi dari jeroan ikan Bogou
nyata dihambat oleh ion Hg** hingga aktivitas
relatifnya menjadi 28%.

Pengaruh NaCl dengan Konsentrasi
Berbeda Aktivitas Tripsin Usus lkan
Tongkol

Pengujian NaCl dengan konsentrasi
berbeda terhadap enzim tripsin dilakukan
untuk melihat pengaruhnya terhadap aktivitas
enzim. Hasil analisis pengaruh nilai NaCl
5-30% (b/v) terhadap aktivitas enzim dapat
dilihat pada Figure 4.

Konsentrasi NaCl 5-30% menunjukkan
nilai yang relatif stabil terhadap aktivitas
enzim. Barkia et al. (2010) dengan sampel
ikan Boops boops melaporkan bahwa aktivitas
relatif tripsin menunjukkan nilai 50% pada
penambahan NaCl pada konsentrasi 35%
(b/v). Balti et al. (2009) dengan sampel ikan S.
officinalis melaporkan bahwa aktivitas relatif
39,4% pada konsentrasi NaCl 35% (b/v). Hal
ini menunjukkan bahwa tripsin dari usus ikan
tongkol mampu bekerja dalam kondisi garam
yang tinggi.

Proses yang terjadi ketika penambahan
konsentrasi garam yang terus meningkat

1.000 -
0.900 -

dapat  disebut dengan  salting  out.
Peningkatan konsentrasi NaCl menyebabkan
meningkatnya kekuatan ionik sehingga
terjadinya penurunan aktivitas enzim oleh
interaksi hidrofobik antara protein dan garam
untuk berikatan dengan air (Kita et al. 1994).
Konsentrasi NaCl yang semakin meningkat
menunjukkan aktivitas enzim yang relatif
stabil. Aktivitas enzim tripsin yang masih
stabil pada penambahan garam yang cukup
tinggi menunjukkan potensi enzim tripsin dari
usus ikan tongkol ini dapat digunakan dalam
pengolahan pangan yang membutuhkan
penambahan garam yang tinggi misalnya
hidrolisis protein pada pembuatan kecap ikan
(Barkia et al. 2010).

Kinetika Tripsin Usus lkan Tongkol

Kinetika enzim berkaitan dengan
kecepatan katalisis enzim dan faktor-
faktor yang mempengaruhinya.Konsentrasi
substrat merupakan salah satu faktor yang
mempengaruhi aktivitas enzim (Wahyuni
2017). Hasil analisis pengaruh konsentrasi
substrat dengan aktivitas tripsin dapat dilihat
pada Figure 5 dan Figure 6.

Konsentrasi substrat 1-3,5 mM
mempengaruhi aktivitas enzim dimana
aktivitas meningkat dari konsentrasi 1 mM
sampai3 mM. Aktivitasenzim padakonsentrasi
substrat 3 mM dan 3,5 mM menunjukkan
nilai yang konstan yaitu masing-masing 0,307
U/mL dan 0,308 U/mL. Kecepatan reaksi
(V_,) dapat dihitung melalui persamaan

El

Lineweaver-Burk (Figure 6). Hasil perhitungan

T T T T T
0% 5% 10% 15% 20%% 253% 0% 35%
Concentration of NaCl

Figure 4 Stability of trypsin activity at NaCl 5-30%
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Figure 6 Reaction kinetics of trypsin enzyme

Lineweaver-Burk  didapatkan nilai V_
sebesar 0,42 mmol/s. Nilai konstanta (K )
enzim menunjukkan konsentrasi substrat yang
diperlukan enzim untuk mencapai setengah
kelajuan maksimumnya. Menurut Lehninger
(1997) nilai V_ menunjukkan titik dimana
enzim menjadi jenuh oleh substrat dan tidak
dapat berfungsi lebih cepat. Penambahan
konsentrasi substrat yang semakin tinggi
setelah tercapainya titik ini, kecepatan reaksi
akan mendekati tetapi tidak akan pernah
mencapai maksimum.

Nilai K _tripsin usus ikan tongkol yang
diperoleh pada penelitian yaitu 1,12 mM.
Nilai K_tripsin yang diperoleh dari beberapa
jenis ikan menunjukkan hasil yang berbeda-
beda. Nilai K  pada ikan Sardinelle (Sardinelle
aurita) yaitu 1,670 mM (Khaled et al. 2008),
Mustelus mustelus 0,387 (Bougatef et al. 2010),
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Paralichthys olivaceus 0,017 mM (Kim dan
Jeong 2012), dan Luphiosilurus alexandri
0,517 mM (Santos et al. 2016).

KESIMPULAN

Ekstrak kasar tripsin dari usus ikan
tongkol memiliki aktivitas sebesar 0,205 U/
mL. Aktivitas ekstrak kasar tripsin mengalami
peningkatan setelah dilakukan pengendapan
pada fraksi amonium sulfat 40-50%. Enzim
tersebut memiliki suhu dan pH optimum
pada 60°C dan 9. Ion logam ZnCl, dan CaCl,
menghambat aktivitas enzim, sedangkan
MnClz, CuClz, dan NaCl meningkatkan
aktivitas enzim. Enzim tripsin relatif stabil
dalam larutan NaCl 5-30%. Nilai konstanta
(K ) enzim tripsin usus ikan tongkol yaitu
1,L12mMdanV__ sebesar 0,42 mmol/s.
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