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Abstrak

Jeroan ikan memiliki enzim pencernaan yang tinggi, terutama proteinase misalnya tripsin.
Karakteristik tripsin ikan dipengaruhi oleh jenis ikan dan habitatnya. Jeroan ikan bandeng merupakan
bagian dari saluran pencernaan ikan dan memiliki pH netral sehingga berpotensi menjadi sumber enzim
khususnya tripsin. Jeroan ikan dapat menjadi alternatif pengganti enzim tripsin komersial yang berasal
dari daging babi dan sapi. Tujuan penelitian ini adalah menentukan karakteristik enzim tripsin dari
fraksi amonium sulfat yang diekstraksi dari jeroan bandeng. Proses penelitian diawali dengan ekstraksi
enzim tripsin dari jeroan ikan bandeng, dilanjutkan dengan fraksinasi dengan amonium sulfat (0-80%).
Karakterisasi tripsin fraksi terbaik meliputi suhu, pH, pengaruh ion logam, pengaruh NaCl terhadap
aktivitas enzim, dan kinetika reaksi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kasar tripsin memiliki
aktivitas sebesar 0,117 U/mL. Aktivitas enzim tripsin tertinggi pada fraksi amonium sulfat 20-30%, yaitu
sebesar 0,295 U/mL. Enzim bekerja paling baik pada suhu 50°C dan pH 6. Aktivitas enzim tripsin dihambat
dengan adanya ion NaCl, MnCl,, ZnCl,, CuCl,, dan CaCl, mengalami penghambatan pada setiap jenis ion
logam yang berbeda dan bersifat sebagai inhibitor. Aktivitas tripsin pada NaCl 5-30% meningkat pada rasio
10%, yaitu sebesar 0,249 U/mL. Nilai V__ enzim ini adalah 0,285 mmol/s, dan nilai Km-nya adalah 0,374
mM.

Kata kunci: aktivitas enzim, amonium sulfat, kinetika reaksi, SDS-PAGE, stabilitas NaCl

Extraction and Characterization of Tripsin Enzyme from
Milkfish (Chanos chanos) Partial Purification Result

Abstract

Fish offal is known for its high content of digestive enzymes, especially proteinases such as trypsin.
The characteristics of fish trypsin are influenced by the species and habitat. Milkfish offal is part of the
fish digestive tract and has a neutral pH, so it is a potential source of enzymes, especially trypsin. Fish
offal can be an alternative to commercial trypsin enzymes derived from pork and beef. The purpose of this
study was to determine the characteristics of trypsin enzyme from milkfish offal with ammonium sulfate
fraction. The research process began with the extraction of trypsin enzyme from milkfish offal, followed
by fractionation with ammonium sulfate (0-80%). Characterization of the best trypsin fraction includes
temperature, pH, the effect of metal ions, the effect of NaCl on enzyme activity, and reaction kinetics were
all used to determine the best fraction. The results showed that the crude trypsin extract had an activity of
0.117 U/mL. The highest trypsin enzyme activity was in the 20-30% ammonium sulfate fraction, which was
0.295 U/mL. The enzyme worked best at a temperature of 50°C and pH 6. The metal ions ZnCl,, MnCl,,
CuCl,, NaCl, and CaCl, inhibited the trypsin enzyme activity. Trypsin activity in 5-30% NaCl increased to
aratio of 10%, which was 0.249 U/mL. The Vmax value of this enzyme was 0.285 mmol/s, and the Km value
was 0.374 mM.

Keywords: ammonium sulfate, enzyme activity, NaCl stability, reaction kinetics, SDS-PAGE
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PENDAHULUAN
Enzim merupakan salah satu produk
industri yang bernilai ekonomis cukup

tinggi di pasar dunia. Permintaan industri
terkait kebutuhan enzim saat ini di Indonesia
makin meningkat setiap tahunnya bersamaan
dengan permintaan pasar global. Pasar enzim
global bernilai USD 11,47 miliar pada tahun
2021 dan akan terus meningkat berdasarkan
compound annual growth rate (CAGR) sebesar
6,5% dari tahun 2022-2030 (GVR, 2020). Hal
ini sejalan dengan berkembangnya industri
pangan dan nonpangan yang memanfaatkan
enzim sebagai katalisator dalam berbagai
reaksi kimia. Indonesia sendiri mengimpor
hampir seluruh kebutuhan enzim (sekitar
90%) dari luar negeri (Badan Pengkajian
dan Penerapan Teknologi [BPPT], 2014).
Enzim tersebut diimpor dari negara lain,
misalnya China, Thailand, dan Finlandia
yang mencapai angka 5.707 ton (CCI 2017).
Kebutuhan enzim di Indonesia diperkirakan
mencapai 2.500 ton dengan nilai impor sekitar
200 miliar rupiah pada tahun 2017 dengan
laju pertumbuhan volume rata-rata 5-7% per
tahun (RISTEKDIKTI, 2017).

Penggunaan enzim memungkinkan
hasil produk yang lebih baik. Enzim banyak
digunakan dalam proses kimiawi pada
bidang farmasi, industri dan bioteknologi.
Contoh penggunaan enzim, yaitu pada
pengolahan makanan diaplikasikan dalam
pengolahan protein atau peptida contohnya
pada pembuatan hidrolisat protein serta pada
industri surimi, mengurangi alergenisitas
dan meningkatkan kecernaan makanan bayi
(Ketnawa et al., 2017; Mao et al., 2018; Zhang
et al., 2020). Tripsin pada bidang farmasi
dimanfaatkan dalam pembuatan insulin
untuk mengubah prekursor insulin menjadi
ester insulin (Liu ef al., 2013; Liu et al., 2014).
Peningkatan permintaan terhadap enzim terus
meningkat seperti pada industri. Kebutuhan
enzim tersebut dapat diatasi dengan pendirian
pabrik enzim bernama PT Petrosida Gresik.
Perusahaan tersebut telah diresmikan oleh
Kementerian Pendidikan, Kebudayaan, Riset,
dan Teknologi dengan memproduksi enzim
protease dan xilanase yang dapat memenuhi
sekitar 10% kebutuhan enzim industri di
Indonesia.
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Tripsin merupakan enzim yang
penting khususnya sebagai katalisator dalam
pembuatan vaksin. Tripsin digunakan untuk
mengatalisis atau menstimulasi  proses
pertumbuhan mikrob untuk bahan aktif
vaksinnya. Selain menjadi katalisator, tripsin
juga memiliki peranan lain dalam produksi
vaksi di antaranya mencegah pelekatan sel-sel
bakteri atau virus pada tempat penumbuhan
selama proses pengkulturan (RISTEKSDIKTI,
2017). Tripsin yang digunakan pada industri
vaksin sumber utamanya, yaitu tripsin dari
babi dan sapi.

Tripsin komersial 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 enzim merupakan 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
penggunaannya serta dikhawatirkan terjangkit
penyakit bovine spongiform encephalopathy
(BSE) yang populer sebagai penyakit sapi gila
sehingga penggunaan tripsin dari sapi masih
dihindari (Ranasasmita & Roswiem, 2015).
Terkaitkehalalan dan kesehatan menjadi faktor
yang mendorong perlunya substitusi bahan
baku utama lain, yaitu jeroan ikan. Penelitian
terkait tripsin telah banyak dilakukan, yaitu
oleh Khandagale et al. (2017) jeroan ikan
Sardinella longiceps memiliki aktivitas tripsin
23,5 U/mL. Jeroan ikan boops boops juga
memiliki aktivitas tripsin 23 U/mL (Barkia
et al., 2010). Kim & Jeong (2015) melaporkan
bahwa jeroan bagian usus ikan Paralichthys
olivaceus juga memiliki aktivitas enzim
tripsin. Isolasi tripsin dari berbagai jenis ikan
telah dilakukan, yaitu dari goatfish berbintik
(Pseudupeneus maculatus) (Klomklao et al.,
2006), kakap merah cokelat stripe (Lutjanus
vitta) (Khantaphant & Benjakul, 2010), sarden
(Sardinella aurita) (Khaled et al., 2011), perak
mojarra (Diapterus rhombeus) (Silva et al.,
2011), dan zebra blenny (Salaria basilisca)
(Ktari et al, 2012). Nuhayati et al. (2021)
berhasil mendapatkan komponen asam amino
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dan aktivitas enzim tripsin dari usus tuna sirip
kuning dan kakap merah.

Isolasi enzim tripsin dari jeroan ikan
bandeng belum dilaporkan, padahal produksi
ikan bandeng sangat tinggi. Kementerian
Kelautan dan Perikanan (KKP) mencatat,
produksi ikan bandeng di Indonesia sebesar
785.719 ton dengan nilai Rp.16,53 triliun pada
tahun 2022. Produksi perikanan bandeng
diikuti dengan tingginya limbah yang
dihasilkan. Tkan bandeng memiliki daging
48,62%, jeroan 4,39%, dan hasil sampingan
46,99%. Saat ini ikan bandeng yang
dibudidayakan biasa dijual dalam keadaan
sudah digoreng, dibakar, dikukus, dipindang,
dipresto, diasap, ataupun dalam keadaan
segar dan jeroannya dibuang. Jumlah limbah
ini belum dimanfaatkan dan berpotensi
mencemari lingkungan.

Hal ini perlu diimbangi dengan
penanganan dan pemanfaatan limbah.
Limbah jeroan ikan diketahui memiliki
potensi sebagai bahan baku alternatif enzim
tripsin. Pengendapan dengan amonium
sulfat diprediksi mampu meningkatkan
aktivitas dengan cara mengurangi kandungan
senyawa- senyawa lain dari ekstrak kasar
enzim. Penelitian ini bertujuan menentukan
karakteristik tripsin fraksi amonium sulfat
yang diekstraksi dari jeroan ikan.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan melalui dua
tahapan. Tahapan pertama, yaitu ekstraksi
dan pengendapan ekstrak kasar enzim
dengan amonium sulfat. Tahapan kedua, yaitu
karakterisasi enzim tripsin fraksi terbaik.

Ekstraksi Enzim Tripsin

Jeroan ikan bandeng (Chanos chanos)
berasal dari PT Cindy Group Indonesia.
Ekstraksi enzim tripsin dari jeroan ikan
bandeng mengacu pada Barkia et al. (2010).
Jeroan ikan dihaluskan dan dihomogenkan
dengan buffer Tris-HCI 0,01 M pH 8 pada rasio
1:4 (b/v). Sampel kemudian disentrifugasi
selama 20 menit pada suhu4°C pada kecepatan
8.000 xg. Supernatan yang dihasilkan adalah
ekstrak enzim kasar. Ekstrak kasar enzim
tripsin (supernatan) diuji kandungan protein
dan aktivitas enzimnya.
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Pengendapan Ekstrak Kasar
Enzim Tripsin dengan Amonium
Sulfat (Barkia et al., 2010)

Metode pengendapan ekstrak kasar
enzim tripsin dengan amonium sulfat
mengacu pada Barkia ef al. (2010). Supernatan
yang dihasilkan di tahap ekstraksi diendapkan
dengan amonium sulfat terfraksinasi. Fraksi
amonium sulfat yang digunakan meliputi
0-10%, 10-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%,
50-60%, 60-70%, dan 70-80% (b/v). Sampel
ditempatkan dalam tabung reaksi, dan suhu
labu dikondisikan hingga 4°C menggunakan
es gel. Larutan amonium sulfat ditambahkan
ke larutan enzim secara bertahap sambil
diaduk. Proses pencampuran membutuhkan
waktu +£45 menit. Larutan enzim disentrifugasi
pada 8.000 xg selama 20 menit pada suhu
4°C. Endapan dipisahkan dari cairan. Volume
cairan yang tersisa diukur untuk digunakan
dalam  pengendapan fraksi berikutnya.
Endapan yang terbentuk pada tahap ini diuji
kandungan protein dan aktivitas enzimnya.
Hasil pengendapan ekstrak kasar enzim tripsin
dengan amonium sulfat terbaik selanjutnya
dikarakterisasi.

Analisis Kadar Protein (Bradford,
1976)

Analisis kadar protein berdasarkan
Bradford (1976). Analisis konsentrasi protein
dimulai dengan pembuatan pereaksi Bradford,
yang diawali dengan melarutkan 5 mL etanol
95% dalam 10 mg coomasie brilliant blue,
penambahan asam fosfat 85% sebanyak 10
mL (b/v) dan akuades 250 mL ditambahkan
ke dalam campuran. Campuran tersebut
kemudian disaring melalui kertas saring
Whatman nomor 1 untuk menghasilkan
pereaksi Bradford. Pereaksi Bradford 5 mL
dicampur dengan 0,1 mL larutan sampel
dalam tabung reaksi. Campuran tersebut
kemudian diinkubasi selama 5 menit dan
diukur secara spektrofotometri pada 595 nm.

Larutan stok merupakan pelarutan
bovine serum albumin (BSA) pada konsentrasi
2 mg/mL. Rentang standar konsentrasi yang
digunakan pada larutan stok, yaitu 0,1-1,0 mg/
mL. Larutan stok diencerkan menggunakan
akuades hingga mendapatkan konsentrasi
yang dibutuhkan. Larutan stok dari rentang
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konsentrasi standar kemudian dipipet 0,1 mL
dan ditambahkan dengan larutan Bradford 5
mL. Larutan standar diukur menggunakan
spektrofotometri dengan panjang gelombang
595 nm untuk melihat nilai absorbansinya.

Analisis Aktivitas Enzim

Analisis aktivitas enzim dilakukan
berdasarkan modifikasi Silva et al. (2011).
Analisis diawali dengan penggunaan BAPNA
sebagai substrat spesifik enzim tripsin.
Larutan BAPNA dibuat dengan melarutkan
0,0435 g BAPNA dalam 1 mL DMSO
kemudian diencerkan dengan 0,05 M Tris HC]
yang mengandung 0,02 M CaCl,.2H,0O hingga
100 mL. Campuran BAPNA sebanyak 2,5 mL
ditambahkan ke dalam 0,05 mL sampel dan
diinkubasi selama 10 menit pada suhu 60°C.
Setelah menambahkan 1 mL larutan asetat
30%, campuran sampel diinkubasi pada suhu
60°C selama 10 menit lagi. Absorbansi sampel
diukur menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 410 nm. Aktivitas enzim
tripsin dapat diperkirakan menggunakan
persamaan berikut:

(A-B) x C x 1.000

U=

8.800 x D x E
Keterangan:
U = aktivitas enzim
A= ampel
B= langko

C = volume total setelah direaksikan
D = waktu inkubasi
E = volume enzim yang direaksikan

Analisis Bobot Molekul (SDS-
PAGE)
SDS-PAGE digunakan untuk

menentukanberat molekul tripsin cair. Analisis
ini berdasarkan metode Laemmli (1970).
Langkah pertama, yaitu mencampurkan 15 pL
bahan dengan 15 pL bufer yang mengandung
0,125 M tris-HCl, pH 6,8, 4% SDS, 20%
gliserol, dan 10% pmercaptoethanol (PME).
Campuran tersebut diaduk, disentrifugasi
selama 1 menit, dan disimpan pada suhu 0°C.
Langkah selanjutnya adalah menyiapkan gel
stoking pada konsentrasi 4% dan separating
gel pada 15%. Sampel kemudian ditempatkan
ke dalam sumur dan dibiarkan mengalir.
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Tahap sampel berjalan dilakukan selama 4
jam atau sampai pita pada marker mencapai
batas bawah gel, menggunakan arus 13 mA/
gel dan tegangan 100 V, lalu diwarnai. Tahap
pewarnaan dilakukan menggunakan 0,1%
Coomasia Brilliant Blue R-250 dalam 7%
asam asetat dan 50% metanol, lalu dibilas
menggunakan 7% asam asetat hingga pita-
pita terlihat.

Karakterisasi Enzim Tripsin Fraksi
Amonium Sulfat Terbaik

Karakterisasi enzim tripsin yang
dilakukan meliputi penentuan suhu dan pH
optimum, pengaruh ion logam, dan pengaruh
konsentrasi NaCl terhadap aktivitas enzim
tersebut, serta penentuan kinetika reaksi. Suhu
optimum enzim tripsin ditentukan dengan
melakukan variasi suhu inkubasi (30-70°C).
Penentuan pH optimum dilakukan dengan
menambahkan buffer TrisCl 0,05M pH 5-10.
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). Penentuan suhu,
pH optimum, dan pengaruh NaCl terhadap
aktivitas enzim berdasarkan Nurhayati et al.
(2020). Konsentrasi substrat yang digunakan
untuk menentukan kinetika reaksi adalah
1-3,0% (b/v). Penentuan kinetika reaksi enzim
berdasarkan Lehninger (1997).

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 tiga kali pengulangan pada
setiap parameter uji.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas Ekstrak Kasar
Tripsin

Aktivitas enzim ditentukan dengan
mengukur nilai absorbansi dari sampel yang
telah direaksikan menggunakan substrat
spesifik. Aktivitas enzim tripsin dilakukan
menggunakan  substrat = N-a-benzoyl-DL-

Enzim
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arginine-p-nitroanilide =~ (BAPNA)  yang
dilarutkan dalam tris-HCl pH 8 dan diinkubasi
pada suhu 60°C. 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. Uji aktivitas
enzim dilakukan untuk mengetahui ada
tidaknya aktivitas enzim tripsin dalam ekstrak
kasar. Nilai absorbansi terlihat pada saat
pengukuran spektrofotometri. Kadar protein
diukur menggunakan metode Bradford
yang kemudian diukur menggunakan
spektrofotometer dengan panjang gelombang
595 nm.

Ekstrak kasar tripsin jeroan ikan
bandeng memiliki aktivitas 0,117 U/mL dan
konsentrasi protein 13,297 mg/mL. Aktivitas
enzim tripsin fraksi amonium sulfat 20-30%,
yaitu 0,292 U/mL dan kadar protein 3,309
mg/mL. Ekstrak enzim tripsin yang dianalisis
menghidrolisis BAPNA  secara efisien.
Hasil ini sedikit lebih tinggi dari penelitian
Nurhayati et al. (2021) diperoleh nilai ekstrak
kasar tripsin yang berasal dari usus ikan tuna
sirip kuning sebesar 0,050 U/mL dan kadar
protein 0,195 mg/mL. Tripsin yang diteliti
oleh Nurhayati et al. (2020) menggunakan
usus ikan tongkol diperoleh aktivitas ekstrak
kasar tripsin sebesar 0,205 U/mL dan
kadar protein 0,700 mg/mL. Suhito (2016)
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menyatakan kerja enzim dapat dipengaruhi
oleh suhu, pH, konsentrasi substrat, aktivator
(pengaktif), inhibitor (penghambat) dan
faktor lain umur ikan, wilayah perairan ikan,
serta asupan makanan yang dikonsumsi oleh
ikan tersebut. Faktor-faktor tersebut berkaitan
dengan habitat dan genetik pada spesies ikan
(Silva et al., 2011).

Tripsin dari Jeroan lkan Bandeng
setelah Pengendapan dengan
Amonium Sulfat

Ekstrak kasar enzim tripsin diendapkan
menggunakan amonium sulfat. Pelet yang
dihasilkan diuji aktivitas enzim dan kadar
protein. Hasil pengujian aktivitas enzim dapat
dilihat pada Figure 1.

Aktivitas enzim tripsin  tertinggi
terdapat pada fraksi 20-30% sebesar 0,295
U/mL. Aktivitas ini meningkat 17,8%
dibandingkan dengan aktivitas ekstak kasar
enzim. Fraksinasi dengan amonium sulfat
merupakan salah satu cara pemurnian
protein melalui proses pengendapan garam.
Penambahan garam amonium sulfat akan
menurunkan kelarutan protein karena
terjadinya kompetisi antara ion garam yang
ditambahkan dengan protein yang terlarut
sehingga terjadi efek salting out (Fatoni
et al, 2008). Protein yang mengalami
proses pengendapan akan terpisah dari
monosakarida, oligosakarida, nukleotida, dan

0-10%

10-20% 20-30% 30-40% 40-50% 50-60% 60-70% 70-80%

Ammonium sulfate fraction

Figure 1 Activity of trypsin after precipitation with ammonium sulfate (0-80%)

Gambar 1 Aktivitas tripsin setelah pengendapan dengan amonium sulfat (0-80%)
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asam amino bebas, sedangkan protein target
tetap berada di dalam larutan (Budiman,
2011).

Khandagale et al. (2017) dengan
sampel Sardinella longiceps mendapatkan hasil
pemurnian 1,7 kali dengan pengendapan 30-
70% amonium sulfat. 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 memengaruhi kelarutan protein.
Garam vyang 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 (Burgess, 2009). Tingginya kadar ion
menyebabkan molekul protein berinteraksi
dengan molekul protein lainnya sehingga
membentuk endapan. Pengendapan ini tidak
akan menyebabkan struktur protein dari
enzim rusak dan kehilangan aktivitasnya
apabila dilakukan pada suhu 5-10°C (Sinaga
etal, 2014).

Suhu Optimum Tripsin Jeroan
lkan Bandeng Fraksi Terbaik

Suhu memengaruhi aktivitas tripsin.
Aktivitas enzim meningkat seiring dengan
meningkatnya suhu yang digunakan dan
mencapai maksimum pada suhu 50°C
sebesar 0,619 U/mL. Hasil tersebut sejalan
dengan penelitian Nurhayati et al. (2024)
suhu optimum enzim tripsin usus ikan
sebelah, baronang, dan cucut pada suhu
50°C. Suhartono (1989) melaporkan bahwa
suhu yang meningkat sampai suhu optimum
menyebabkan kecepatan reaksi enzim naik
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karena energinya bertambah. Energi yang
meningkat akan mempercepat gerak vibrasi,
translasi, rotasi enzim dan substrat sehingga
memperbesar peluang enzim dan substrat
bereaksi. Selain itu, suhu yang meningkat
dapat meningkatkan frekuensi tumbukan
antara molekul enzim dan substrat sehingga
mengaktifkan enzim (Yazid, 2006).

Aktivitas  enzim  tidak  dapat
dipertahankan lagi pada suhu 60°C akibatnya
terjadi penurunan aktivitas enzim. Kehilangan
aktivitas enzim selama pemanasan disebabkan
terjadinya denaturasi enzim (Wang et al,
2010). Fitriani (2003) menyatakan bahwa
meningkatnya suhu melebihi suhu optimum
protein yang akan terdenaturasi pada suhu
tinggi. 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 dengan
aktivitasmaksimumnyapadasuhu60°Csejalan
dengan enzim tripsin ikan tongkol. Namun,
suhu optimum enzim tripsin ikan tongkol
lebih tinggi dibandingkan hasil penelitian
Bougatef et al. (2007) yang menggunakan
sampel Sardina pilchardus dengan aktivitas
maksimum pada suhu 55°C, dan penelitian
Balti et al. (2009) lebih tinggi dengan aktivitas
maksimumnya pada suhu 70°C. Perbedaan
suhu optimum dapat berhubungan dengan
kondisi pada saat pengujian dan substrat yang
digunakan (Klomklao et al., 2007).

Lingkungan  hidup ikan  dapat
memengaruhi  suhu  optimum  tripsin
(Kim & Jeong, 2012). Oktavianto et al
(2009) menyatakan bahwa suhu air dapat
memengaruhi proses enzimatis dalam tubuh
ikan. Grizelle & Rogers (2003) menyatakan
bahwa suhu lingkungan hewan akuatik
memengaruhi proses fisiologis dalam tubuh,
salah satunya aktivitas enzim. Habitat
ikan dibedakan menjadi tropical zone fish,
temperate zone fish, dan frigid zone fish. Ikan
bandeng termasuk ikan yang mendiami
seluruh lautan hangat di dunia (tropical
zone fish) dan lautan dingin (frigid zone fish)
(Rohit et al., 2012). Sesuai dengan penelitian
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Figure 2 Trypsin activity at different incubation temperatures

Gambar 2 Aktivitas tripsin pada suhu inkubasi yang berbeda

mengenai frigid zone fish atau ikan yang
hidup di Perairan Antarktika, ikan walleye
pollock (Theragra chalcogramma) memiliki
suhu optimal tripsin 50°C. Habitat ikan yang
hidup di perairan dingin akan lebih rendah
dibandingkan dengan ikan yang hidup pada
perairan tropis (Arbajayanti, 2022). Tripsin
yang diisolasi dari pankreas hiu kucing
(Scyliorhinus canicular) memiliki aktivitas
optimal tripsin pada suhu 55°C (Blanco
et al, 2013). Ikan hiu kucing (Scyliorhinus
canicular) termasuk temperate zone fish yang
ditemukan pada perairan beriklim subtropis
di Laut Mediterania (Navarro et al, 2018).
Iklim subtropis dicirikan oleh musim panas
yang panas dan kering, serta musim dingin
yang sejuk dan lembap (FAO, 2012).

pH Optimum Tripsin Jeroan lkan
Bandeng Fraksi Terbaik

Penentuan pH optimum di uji
aktivitasnya menggunakan buffer tris-
HCI 0,05 M pH 5-9. Pengujian pH dapat
menentukan kondisi optimum dari aktivitas
enzim. Nurhayati et al. (2020) menjelaskan
pelarut bufer tris-HCl berfungsi untuk
menjaga kestabilan pH. Aktivitas tripsin pada
berbagai pH (5-9) dapat dilihat pada Figure 3.

Aktivitas enzim meningkat seiring
dengan meningkatnya pH yang digunakan
dan mengalami penurunan pada pH 9.

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia

Aktivitas enzim tertinggi pada pH 6 sebesar
0,673 U/mL. Hasil ini sesuai dengan penelitian
sebelumnya oleh Santos et al. (2016) dan
Barkia et al. (2010) dengan 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 di bawah
pH optimum (Nurkhotimah, 2017).

Tingkat keasaman pH memengaruhi
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
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Figure 3 Trypsin activity of milkfish offal at 60°C at different pH
Gambar 3 Aktivitas tripsin jeroan ikan bandeng pada suhu 60°C dengan pH yang berbeda

aktivitas optimum pada pH 9. Secara umum
pH optimum bervariasi karena perbedaan
spesies, dan habitat asli masing masing ikan
(Shahidi & Kamil, 2001).

Pengaruh NaCl dengan Konsentrasi
Berbeda Aktivitas Tripsin Jeroan
lkan Bandeng

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. Enzim
tripsin dari jeroan ikan bandeng mengalami
peningkatan aktivitas pada konsentrasi 10%,
yaitu 0,241 U/mL, lalu menurun seiring
dengan meningkatnya konsentrasi NaCl
yang digunakan. Barkia et al. (2010) dengan
sampel ikan Boops boops melaporkan bahwa
aktivitas relatif tripsin menunjukkan nilai
50% pada penambahan NaCl 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 jeroan
ikan bandeng mampu bekerja dalam kondisi
garam yang tinggi.

Proses yang terjadi ketika
penambahan konsentrasi garam yang terus
meningkat disebut dengan salting out.
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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 makin
meningkat menunjukkan aktivitas enzim
yang relatif stabil. Aktivitas enzim tripsin
yang masih stabil pada penambahan garam
yang cukup tinggi menunjukkan potensi
enzim tripsin dari jeroan ikan bandeng ini
dapat digunakan dalam pengolahan pangan
yang membutuhkan penambahan garam
yang tinggi misalnya hidrolisis protein pada
pembuatan kecap ikan (Barkia et al., 2010).

Pengaruh lon Logam terhadap
Aktivitas Tripsin Jeroan Ikan
Bandeng

Jenis enzim memberikan reaksi yang
berbeda terhadap beberapa jenis ion logam
yang berbeda (Lehninger, 1997). Enzim tripsin
yang mengandung ion NaCl, MnCl,, ZnClL,,
CuCl,, dan CaCl, mengalami penghambatan
pada setiap jenis ion logam yang berbeda
(Table 2).

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
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Figure 4 Stability of trypsin activity at NaCl 5-30%
Gambar 4 Stabilitas aktivitas tripsin pada NaCl 5-30%

Table 1 The impact of metal ions on trypsin activity from milkfish offal

Tabel 1 Pengaruh ion logam terhadap aktivitas tripsin jeroan ikan bandeng

Metal ion

Tripsin activity (%)

Control
NaCl
MnCl,
ZnCl,
CuCl,
CuCl,

100
22,395+0,013
18,225+0,032
19,857+0,010
19,131+0,075
20,582+0,015

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 menghambat aktivitas enzim
atau disebut inhibitor enzim (Sumardjo,
2006). Barkia et al. (2010) melaporkan bahwa
enzim tripsin yang diisolasi dari jeroan ikan
Bogou nyata dihambat oleh ion Hg** hingga
aktivitas relatifnya menjadi 28%.

Kinetika
Bandeng

Kinetika enzim berkaitan dengan
kecepatan katalisis enzim dan faktor
faktor yang memengaruhinya. Konsentrasi
substrat merupakan salah satu faktor yang
memengaruhi aktivitas enzim (Wahyuni,
2017). Hasil analisis pengaruh konsentrasi

Tripsin  Jeroan lkan

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia

substrat dengan aktivitas tripsin dapat dilihat
pada Figure 5.

Konsentrasi substrat 1-3,5 mM yang
berbeda-beda menunjukkan bahwa terjadi
peningkatan aktivitas enzim seiring dengan
bertambahnya konsentrasi substrat. Aktivitas
enzim terus meningkat dari konsentrasi 1
mM hingga mencapai konsentrasi 3 mM,
kemudian mulai menurun pada konsentrasi
substrat 3,5 mM. Aktivitas enzim pada
konsentrasi substrat 1 mM, yaitu sebesar
0,207 U/mL. Aktivitas enzim tertinggi
terdapat pada konsentrasi 3 mM dengan nilai
sebesar 0,255 U/mL. Konsentrasi substrat 3,5
mM menunjukkan penurunan aktivitas enzim
yang terjadi dengan nilai sebesar 0,203 U/mL.

Kecepatan reaksi (V_, ) dapat dihitung
melalui persamaan Lineweaver-Burk. Hasil
perhitungan Lineweaver-Burk didapatkan nilai

N sebesar 0,285 mmol/s. Nilai konstanta
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Figure 5 Trypsin activity at substrates concentration of 1-3.5 mM

Gambar 5 Aktivitas tripsin pada konsentrasi substrat 1-3,5 mM

(K, ) enzim menunjukkan konsentrasi substrat
yang diperlukan enzim untuk mencapai
setengah kelajuan maksimumnya. Menurut
Lehninger (1997) nilai V_ menunjukkan
titik kondisi enzim menjadi jenuh oleh
substrat dan tidak dapat berfungsi lebih cepat.
Penambahan konsentrasi substrat yang makin
tinggi setelah tercapainya titik ini, maka
kecepatan reaksi akan mendekati, tetapi tidak
akan pernah mencapai maksimum.

Nilai K _ tripsin jeroan ikan bandeng
yang diperoleh, yaitu 0,374 mM. Nilai K_
tripsin yang diperoleh dari beberapa jenis ikan
menunjukkan hasil yang berbeda. Nilai K
padaikan sardin (Sardinelle aurita), yaitu 1,670
mM (Khaled et al., 2008), Mustelus mustelus
0,387 (Bougatef et al., 2010), Paralichthys
olivaceus 0,017 mM (Kim & Jeong, 2012), dan
Luphiosilurus alexandri 0,517 mM (Santos et
al., 2016).

Bobot Molekul Ekstrak Kasar dan
Fraksi Terbaik

Berat molekul enzim dapat diukur
menggunakan metode elektroforesis, yaitu

sodium  dodecyl  sulfate  polyacrylamide
gel electrophoresis  (SDS-PAGE). Metode
pendekatan  elektroforesis  ini  untuk

memisahkan protein (Arndt et al., 2012).
Ada atau tidaknya protein ditentukan melalui
pewarnaan, dengan protein dalam gel
diidentifikasi oleh pita yang terlihat (Atma
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& Ramdhani, 2017). Hasil uji berat molekul
untuk ekstrak kasar dan fraksi terbaik
dapat dilihat pada Figure 6. Analisis bobot
molekul dengan metode SDS-PAGE dari tiap
perlakuan dilakukan dengan membandingkan
hasil pengukuran tiap sampel dengan marker
protein yang telah diketahui nilai bobot
molekulnya. Marker protein yang digunakan
memiliki nilai bobot molekul 10-250 kDa.
Hasil analisis bobot molekul dari tiap sampel
perlakuan dapat dilihat pada Table 2.

Hasil pengukuran bobot molekul
dengan metode SDS-PAGE enzim tripsin
menunjukkan nilai yang berbeda-beda. Nilai
bobot molekul dari ekstrak kasar enzim tripsin
yang terukur, yaitu sebesar 25,00 kDa dan
nilai bobot molekul dari fraksi terbaik 20-30%
diperoleh 23,601+0,632 kDa. Khantaphant &
Benjakul (2010) menjelaskan secara umum
tripsin dari ikan memiliki bobot molekul 20-
30 kDa. Hal ini menandakan bahwa sampel
tersebut mengandung enzim tripsin.

Khandagale et al. (2017) menemukan
bahwa tripsin dari Sardinella longiceps
memiliki berat molekul 24 kDa. Berat molekul
limpa tuna (Thunnus tonggol) adalah 24 kDa
(Klomklao et al., 2004). Berat molekul tripsin
dari jeroan Acanthopagrus latus adalah 23 kDa
(Namjou et al., 2019). Sampel ikan catla catla
menunjukkan satu pita dengan berat molekul
20,2 kDa (Khangembam et al., 2012). Sampel
ikan kod memiliki berat 23,2 kDa, sedangkan

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia



Ekstraksi dan karakterisasi enzim tripsin dari jeroan, Silaban et al.

JPHPI 2025, Volume 28 Nomor 1

Markers

Crude extract
Figure 6 Molecular weight of crude extract and best faction 20-30% with SDS-PAGE method
Gambar 6 Berat molekul ekstrak kasar dan fraksi terbaik 20-30% dengan metode SDS-PAGE
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Ammonium sulfate

Table 2 Measurement of molecular weight of crude extract and best fraction 20-30%
Tabel 2 Pengukuran berat molekul ekstrak kasar dan fraksi terbaik 20-30%

No Markers Crude Best faction
(kDa) extract (kDa) 20-30%

1 250 217.956 217.956
2 150 125.667 100.000
3 100 60.536 63.837
4 75 45.336 47.652
5 50 38.882 38.882
6 37 33.791 26.920
7 25 25.000 23.668
8 20 19.312 19.312
9 15 16.958 16.958
10 10

sampel ikan gadus morhua memiliki berat
24,2 kDa (Asgeirsson et al., 1989). Trismillah
et al. (2014) menemukan bahwa berat molekul
jeroan ikan memiliki satu pita dengan nilai 23
kDa. Berat molekul tripsin dapat bervariasi
tergantung pada jenis ikan yang digunakan.

KESIMPULAN

Ekstrak kasar tripsin dari jeroan ikan
bandeng memiliki aktivitas sebesar 0,117 U/
mL. Aktivitas ekstrak kasar tripsin mengalami
peningkatan setelah dilakukan pengendapan

Masyarakat Pengolahan Hasil Perikanan Indonesia

pada fraksi amonium sulfat 20-30%, yaitu
sebesar 0,295 U/mL. Enzim tersebut memiliki
suhu pada 50°C dan pH optimum 6. Aktivitas
enzim tripsin pada ion NaCl, MnClz, ZnClZ,
CuCl,, dan CaCl, mengalami penghambatan
pada setiap jenis ion logam yang berbeda.
Aktivitas tripsin pada NaCl 5-30% meningkat
pada 10%, yaitu sebesar 0,249 U/mL. Nilai
V__ enzim ini adalah 0,285 mmol/s, dan nilai
K -nya adalah 0,374 mM.
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