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KATA PENGANTAR

Puji syukur kita panjatkan ke hadirat Allah SWT. karena atas karunia-Nva
Prosiding Seminar Nasional Teknologi Pengelolaan Limbah IX dapat diterbitkan.
Seminar dengan tema “Clean Technology untuk Pengelolaan Limbah dan
Lingkungan” teiah dilaksanakan pada tanggal 5 Oktober 2011 di Gedung Graha
Widya Bhakti, Kawasan PUSPIPTEK Serpong — Tangerang.

Seminar ini diselenggarakan sebagai media sosialisasi hasil penelitian di
bidang pengelolaan limbah radioaktif dan non radicaktif. Seminar Nasional
Teknologi Pengelolaan Limbah IX dijadikan sebagai media tukar menukar
informasi dan pengalaman, ajang diskusi ilmiah, peningkatan kemitraan di antara
peneliti dengan praktisi, penimbul dengan pengelola limbah. mempertajam visi
pembuat kebijakan dan pengambil keputusan. serta peningkatan kesadaran
kolektit terhadap pentingnya pengelolaan limbah yang handal.

Prosiding ini memuat karya tulis dari berbagai hasil penelitian mengenai
pengelolaan limbah radioaktif, industri dan lingkungan. Makalah dikelompokkan
menjadi lima kelompok, yaitu Kelompok Teknologi Proses, Keselamatan dan
Lingkungan, Manajemen dan Informasi  Limbah, Dekontaminasi  dan
Dekomisioning, serta Kelompok Penyimpanan dan  Transportasi. Makalah-
makalah tersebut berasal dari para peneliti di lingkungan BATAN. BAPETEN.
Universitas Indonesia, Universitas Negeri Yogyakarta dan Institut Pertaman
Bogor.

Semoga penerbitan prosiding ini dapat digunakan sebagai data sekunder
dalam pengembangan penelitian di masa akan datang, serta dijadikan bahan acuan
dalam pengelolaan limbah. Akhir kata kepada semua pihak yang telah membantu.
kami ucapkan terima kasih.
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AKTIVITAS BROMELAIN PADA LIMBAH PADAT PENGALENGAN NENAS DAN
PENGARUH SEMIPURIFIKASI

Charlena', Aisjah Girinda®, Rifani’
1. Departemen Kimia. FMIPA. Institut Pertanian Bogor
2. Departemen Biokimia, FMIPA, Insutut Pertarman Bogor

ABSTRAK

AKTIVITAS BROMELAIN PADA LIMBAH PADAT PENGALENGAN NENAS DAN
PENGARUIT SEMIPURIFIKASI. Nenas mengandung bromelin vang mengpaxan weavawa fiokimia yang
memiliki banyak kbasiat medis. Untik pengembangan produk browelin masa diperluxan heberapa mtormast
mengenat kandungan bromelin limbah padat pengalengan nenas dadl kuluvar wneath caovenne, bogar queen,
and red queen. Perlu diketahui hubungan tingkat kematangan dengan kandungan hromchn sera pengaruh
semipurifikasi melalui pengendapan, diabisis dan lofilisasi pada nepas Smeath cavenme matang 100% .
Kandungan bromelin nenas kultivar Smooth cayenne pada ringkat kematangan vang berheda. ndak berbeda
nyata. Aktivitas spesitis bromelin paling tinggi nenas Smooth cavenne terdapar pada nagkat <ematangan 0%
dengan nilar aktivitas 1.9628 unit/mg. Semakin hertambah tingkat kematangan. semusrn rendah avtivitas
spesifik bromelin, untk tingkat kematangan 50% dan 100% secara berturut-turut 9683 wvemg, dan 0.7348
univmg. Selanjutnya kandungan hromelin nenas heberapa kultivar (Smooth cavenne. Queen bogar dan Lian)
pada tingkat kematangan penuh (JX3% 1. udak berbeda nyata (P 0.05). Nilai akuvitas spesitix bromehn pada
kultivar nenas Smooth cayenne, Queen bogor dan Liar secara berturat-tuirut adalah §1.73<5 ynit/mg. 0.5894
unit/mg. dan 0.5712 unit/mg. Pemekatan protein nenas dengan pengendapan amonium suftat 70% menghavlkan
peningkatan kKemurnian bromelin sebesac 4.4 kal lipat. Dialisis menghasitikan peningkatan kenmurnuan bromelin
sebesar 3.7 kali lipat dan Hofilisasi dihasilkan peningkatan kemurnian bromelin sebesar 3.4 xali hput

Kata kunci: akrivitas bromelain, nenas, semipurifikasi

ABSTRACT

ACTIVITY OF BROMEILAIN CONTENT IN SOLID WASTE OF CANNING PINEAPPLE
AND EFFECT OF SEMIPURIFICATION. Pincuapple contains brometain, plvtochemiead compounds that
are useful for many medieal uses. To develop bromelain production the information about sohid wasie
patential from pneapple canning industry, effect of the fruit mateerity level of pincapple kinds of wnooth
cavenne, hogor queen, and red queen, und  effect after of semipurification through preciptation, dialvis,
and freeze drving must be obtained. Bromelain content in smooth cavenne eunltivar at different maturity level
was not significantly different. Similarly, the enzvine eoncentration from total protein whichk wuy estinated
from specifie activiey value was not significantly different as well. The highest bromeluin specifie aeriviuy af
smooth cuxenne was at 0% maiurity level. The higher maturity level gives the lower the hromeluin specific
activity. For maturity level of 30 and 1005, the specifie activity was 0.9683 and 0.7345% unit/mg, respectively.
Bromeluin content of the cultivars ar pull maturity level was notr significandy different. The enzyme
concentration was alse not sigmificantly differemt. Bramelain specifie activiey value af Smooth Caxenne,
Bogor Queen, and Red Queen were 0.7343, 0.58%4, and 0.5712 unit/mg, respectively. Ammoniwm sulphate
0% precipitation of pineapple protein guve bromeluin purity improvement up 1o 4.4 times fold. Dialysis
produced bromelain purity improvesent up to 3.7 times fold. In freeze drving, the purity improvement wes
3.0 times fold.

Kevward: aktivitas bromelain, pineapple, semipurification

PENDAHULUAN pengalengan nenas ini apabila dibuang ke
lingkungan akan menimbulkan bhau busuk
yang dapat  mencemars fingkungan
disekitarnva. Guna menghindari  dapmak
pencemaran  limbah., maka lunbah padat
pengalengan nenas dapat dipakai sebagai
sumber bahan baku produksi bromelain.
Buah nanas mengandung vitamin (A dan (),
kalsium. fosfor. Magnesium. Besi: Natrium,
Kalium, Dekstrosa. Sukrosa (gula tebu). dan
enzim  bromelain.  Bromelin  berkhasiat

Nenas merupakan salab satn jenis
buah-buahan tropis famili Bromeliceae vang
yang tmempunyai mlai ckonomis vang cukup
unggr  dan  sebagar  komoditas  ekspor
terutama dalam bentuk buah olshan dalam
kaleng. Dari proses pengalengan. limbah
yang dihasilkan  cukup banyak berupa
tangkai. mahkota, dan kelopak buah nenas
yang dapat mencapai 30-40% [1]. Limbah
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antiradang  Bromelain  dapat  mengatasi
radang. menghilangkan nyeri, mempercepat
penyembuhan luka. membantu pencernaan,
meningkatkan penyerapan obat,
meningkatkan imunitas. meningkatkan mutu
kardiovaskuler dan sirkulast, dan antitumor
{2]. Bromelain juga dapat membantu
meclunakkan  makanan di  lambung,
mengganggu  pertumbuhan  sel kanker.
menghambat  agregasi platelet.  dan
mempunyai aktivitas fibrinohtik [3].

Bromelam adalah kumpulan enzim
protcase dalam ckstrak kasar buah nenas
vang merupakan satu dari tiga enzin
proteolitik  (hromelain, papain, dan  fising
vang  kadarnya dapat  diketahui  dari
pengukuran  akuwvitas  bromelain  terhadap
substratnya. Rerdasarkan spesifitas
proteolitiknya.  bromelain  digolongkan
menjadi endopeptidase karena mengkatalisis
reakst mdrolisis dkatan peptida di bagian
tengah rantay peptida.

Berdasarkan  tinjavan  keberadaan
cugus bermuatan pada posisi tertentu serta
cugus tak bermuatan dan gugus nonpolar
vang dapat berkontribusi terhadap spesifitas
substrat. bromelain tergolong tiol proteinase
karena memiliki residu sistein pada tapak
aktifoya.  Secara  wmnum,  golongan  im
diaktivast oleh senyawa pereduksi seperty
sistein, TICN. dan dihambat oleh senyawa
pengoksidase. pll optimumnya adalah pada
kisaran netral. Tlerdyastuti N (2006) [4]
melaporkan bahwa aktivitas enzim tertinggi
bekerja pada pll 7. Saat bherada dibawah
atan diatas pl tersehut. aktvitas mengalami
penurunan. Spesifitas asam amino bromelain
adalah cenderung asam amino basa dan
aromatik. D1 Indonesia, sclama ini
bromelain dari himbah padat pengalengan
nenas belum dimantaatkan dengan optimum.
Pemanfaatan  nenas  menghasilkan  lunbah
pengalengan buah nenas  yang  potensial
untuk produksi bromelam. Terkait dengan
potenst bromelam yang sangat batk untuk
dikembangkan. maka diperlukan informasi
mengenal  potenst  kandungan  bromelain
limbah  pengalengan ncnas.  tingkat
kematangan  mana  yang  paling  banyak
mengandung  bromelain  serta  bagaimana
hubungan tingkat kematangan  dengan
kandungan bromelain pada nenas Smooth
(ayenne. Nenas kultivar ini tergolong sangat
baik untuk pengalengan karena bagian huah
vang dapat  diambil unwk dikalengkan
paling besar. yaitu mencapai 60% [5]
Perbandingan kandungan bromelam

134

antarkultivar nenas vang banyak ditanam di
[ndonesia juga perlu diketahui. Penelitian ini
bertujuan menentukan kandungan bromelain
pada limbah padat  pengalengan  nenas
{mahkota. kulit. dun batang) pada 3 (tiga)
tingkat kematangan buah nenas. Selanjutnya,
perfu ditentukan  kandungan  bromelatn
antarkultivar nenas vang hanvak ditanam di
Indonesia pada tingkat kematangan penuh.
Selain . penchtin i bertujuan
mengevalusst pengaruh ~ermipurifikasi pada
rendemen dan tingkat Kemurmiun

METODE
Bahan

Buahun-bshan vang dizunakun
adaluh akuades hehus ton fur

demineralisastn vang  dipereleh dan
Laboratonnum - Kimua Balar Penelitan
Agroklimat.  himhah  padat pengalengan
nenas (mahkota. kulit dan batang) Smooth
cavenne. Queen bogor dun Liar didapatkan
dan kebun percobaan IPB Pusirkuda Ciomas
Bogor.  kasem.  (NILPOs  tammonium
sulphatey, KILPOy (potasium di-hvdrogen
phosphate), K-HPO, (di-portasium hydrogen
phosphare). NaOIL HCL sistemn (l-cvsteine
hydrochloride monohvdraie). tirosin. EDTA
(ethylene diaminetetra acetic acidy, TCA (i
chloroaceric acid). NaxCO-. pereaksi fenol
Folin-Ciocalteu.

Alat

Alat-alat yang digunakan adalah
alat-alat  gelas  pyrex. pisau.  stopwatch,
tabung mikro 1.5 ml {Axygen). mikropipet
uvkuran 200 pl dan 1000 pl (Gilson,
Pipetman). sarung tangan karet. blender
(Miyako. tipe kuat), kain blacu. ncraca
analitik (Ohauss, tipe Adventurer), sudip.
pllmeter {[Tanna. tipe pli213
Microprocessor). penangas air (Memmert,
tipe WB-10), spektrofotometer UV (Genesys
1), spektrofotometer Vis (Spectronic 21
pengaduk  magneuk  depgan pemanas
(Thermolyne. tipe Cimaree 2V, sentrifus
(Sigma.  tpe  Kubota 1-13).  sentifus
berpendingin (Jouan. tipe CR 31). pengocok
vortex. lemart pendingin (Mitsubishi. upe
MR 14764). mesin Freeze Drver (Edwards.
tipe Modulyo).

Tata kerja

Limbah padat pengalengan nenas
seperti mahkota, kulit. dan batang nenas
dipotong-potong dan ditambahkan akuades
bebas ion (dingin) lalu diblender. Filtrat
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yang didapatkan didinginkan terlebih dahulu
lalu disentrifus. Terhadap ekstrak  kasar
nepas  ditentukan  kadar protein  dengan
Metode Wargburg-Christian. Selain it juga
dilakukan penentuan asam nukleat. aktivitas
bromelain dan aktivitas spesifik bromelain.
Untuk  mengetabui hubungan  tingkat
kematangan  dengan  aktivitas  spesifik
bromelain pada nenas Smooth Cayenne.
dilakukan up aktivitas spesifik pada tga
jenmis  kematangan (0. 50, dan 1009
Aktivitas bromelan heberapa kultivar nenas
pada tingkat kematangan nenas 100% diukur
pada ketiga jenis kultivar. Aktivitag diukur

setelah pemekatan protein  dengan
pengendapan amonium sulfat.
Scrmpurifikasi bromelain dilakukan pada cv.
Smooth Cayenne dengan tmgkat
kematangan [00%. Tahapan semipuritikasi
meliputt ektraksi.  pemckatan  dengan

pengendapan amonium sulfat, dialisis. dan
liofilisast.

Penelitian ini menggunakan
rancangan acak lengkap (RAL) dengan 3
perfakuan dan 3 ulangan. Untuk aktivitas
hrometain dengan tingkat kematangan nenas
pada cv. Smooth Cayenne. perlakuan yang
duamatt adalah tingkat kematangan eksternal
dengan interval 50% dan sebagar ulangan
adalah buah nenas. Sampel yang digunakan
adalah  Smooth Cayenne 0%. Smooth
Cayenne 50%. dan Smooth Cayenne 1005,
Kemudian jika terdapat bukti ada ragam
yang berbeda nyata dari hasil anahsis sidik
ragam akan dilakukan uji lanjut dengan Uji
Perbandingan Berganda Duncan (DMRT)
taraf 5%  untuk  nclihat  perbedaan
antarperlakuan. Untuk  aktivitas bromelain
dart 3 (tiga)  kultivar nenas pada tingkat
kematangan nenas 100%. perlakuan adalah
kultivar nenas pada  tingkat  kematangan
100% dan sebagar ulangan adalah bush
nenas.  Sampel  yang  digunakan  adalah
Smooth  Cayenne  100%. Queen Bogor
100%. Queen Merah 1008, Kemudian jika
terdapat bukti ada ragam yang berbeda nyata
dari  hasil  analisis  sidik ragam  akan
dilakukan uji lanjut dengan uji Beda Nyata
Jujur (BNL Honest Significance Diferencey
dengan taraf 5% untuk melibat perbedaan
antarperlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

HUBUNGAN TINGKAT
KEMATANGAN DENGAN AKTIVITAS
BROMELAIN  PADA  NENAS OV,
SMOOTH CAYENNE

Aktivitas Bromelain

Aknvitas enzim protease
dinvatukan dalam satuan uni/ml Sate umt
protease didefinisikan sebagai juimlab enzim
vang diperlukan untuk menghidrolisis satu

mikromol  ckivilen nrosin Dengan
demikian. niar aktivitas dapat
mencerminkan jumish enzim

Berdasarkan st percohaan

aktivitas bromelain pada tingRat kematangan
0% merupakan nida skuvites paling tnggi
seperti vang terhhat padae Tabe! 1 Akan
tetapt herdasarkan analisis ragamn ANOVA
vang dwolah dengan prrant lunak program
SAS. diperoleh P perlakuan tidak lebih kecid
dart o (¢ = 0.05) artinve ndak ditemukan
cukup  bukti  untuk  menvatakun ada
perbedaan vang  nvata milair akuvitas
bromelain antartingkat kematangan buah

Tabel 1 Aktivitas bromelain lunbah padat
pengalengan nenas Smooth Cayvenne pada
tingkat kematangan 0% . S0 hingga 100%

. Aktivitas
Tingkat ias
(umthnh
Kematangan
0% 7.80 % 3.53
S0% 468+ 396
100% 505+ 324

Balls er al (1941 diacu dalam
Brances (1995} [6] menyatakan udak terjadi
pengurangan bromehn dalam  pematangan
nenas. kalaupun ada hanya dalam jumlah
yang sangat scdikst. Beda halnya dengan
laporan Tisseau (1976) diacu dalam Brances
(19957 [6] vyang menyatakan  terjadi
penghilangan bromelin pada buah nenas
vang sudah matang. Hasil yang senada juga
didapatkan oleh Moora & Cayeill pada
tahun 1979 [8] yang melaporkan terjadi
pengurangan sekitar setengahnya.

Pengurangan bromelin pada nenas
yang telah matang juga didukung dari hasil
Diaz e al. (1983) {9] vang mclakukan
pengukuran aktivitas pada beberapa varietas
dengan rerata pengurangan schesar 75% atau
tersisa sebesar (.23 kali.

Adapun hasil vang didapatkan dalam
penelitian ini cenderung mengarah kepada
pendapat Balls er al. {13] yaitu tidak terjadi
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pengurangan bromelin pada saat buah nenas
telah matang. kalaupun ada sangat sedikit.

Aktivitas Spesifik Bromelain

Berdasarkan  hasil  percobaan, seperti
terlihat pada Tabel 2. aktivitas spesifik
bromelain paling tinggt terdapat pada nenas
cultivar  Smooth  Cayenne yang tingkat
kematangannya 0% atau masih di fase awal
pemasakan dengan nilai  pktivitas  1.96
unit/mg. Akan tetapi berdasarkan uji ragam
nilai tengah. diketahui  aktivitas  spesifik
hromelain udak dipengaruhi secara nvata
oleh tuingkat kematangan buah pada tarat o
0.05. Meskipun begitu, mlat F hitung dan
perlakuan  tngkat  kematangan  vang
didapatkan bisa dikatakan tidak terlalu jauh
dengan nilar taraf .05, yaitu 0.0783. Hal im
berarti aktivitas  spestfik bromelain dapot
dipengaruhl  secara nyvata oleh  tingkat
kematangan buah pada taraf o (L0784
Selanjutnya. berdasarkan uji lanjut dengan
Uit Perbandingan Berganda  Duncan
{DMRT) taraf § %% diketahur hahwa akuivitas
spestfik nenas vngkat kematangan 0% masih
dalam grup Duncan yang sama dengan
respons dart nenas dengan tingkat
kematangan 50%. Adapun aktivitas spesifik
nenas tingkat kematangan S0% juga terdapat
dalam grup Duncan yang sama dengan
respons  dan nenas  dengan tingkat
kematangan 100%. Perbedaannya, aktivitas
spesifik nenas tingkat kematangan 0% udak
dalam grup Duncan yang sama dengan
respons dant nenas dengan tingkat
kematangan [00% (respons pada kedua taraf
berbeda nyata dengan perlakuan).

Tabel 2 Aktivitas spesifik bromelain limbah
padat pengalengan nenas Simooth cayenne
pada tingkat kematangan 0%, 50% hingga
{05

Tmgkat Aktivitas Grup
Kematangan  Spesifik Duncan
{unit/mg) (akibat

perlakuan)
0% 1.96 +0.84 A
S50% 0.97 £ 040 AR
1{K)% 0.73+0.29 B

Keterangan:  Nila yang dikuti oleh hurut
vang sama pada kolom vang
sama adalah tidak berbeda nyata pada uji
DMRT taraf 5%

Tingginya aktivitas  spesifik  bromelin
pada tahap awal pemasakan buah (tingkat
kematangan  0%) diduga  kuat  untuk
menjamin ketersediaan asam amino unwk

mendukung kondisi pemasakan buab [10].
Jumlah relatif protease vang besar di awal
masa pemasakan juga diduga unwk
mendukung perubahan tekstur buah supaya
dapat menjadi lebih lunak pada saat buah
masak  penuh  schingga  mendukung
kedapatmakanan huah masak oleh hewan
vang pada akhirmva membantu penvebaran
alarmi tumbuhan Selam i, umlah protease
vang unggi mengarahkan hewan herhivors
untuk udak memakan buah vang masih
belum masak [2)

Berdasarkan  hasil pengamatan. besar
aktivitn ~pesfik nenas pada tingkat
kematangan penuh adaluh ehosar 0,43 #
(.24 kali dan besar aktnoas spesifik awal
1 Tahel !

PENENTUAN AKTIVITAS
BROMELAIN BEBERAPA VARIETAS
NENAS PADA TINGKAT
KEMATANGAN 100%

Aktivitas Bromelain

Berdasarkan  hasil  percobaan  sepern
terhihat pada Tabel 3. aktivitas bromelam
palmg tinggt dart kultivar nenas dengan
tingkat  kematangan  yang  sama (10O
adalah pada nenas Queen Bogor dengan nilai
aktivitas - 893 umt/ml. Berdasarkan  ujp
ragam ntlar  tengah.  diperolch bhahwa
aktivitas bromelain tidak dipengaruhi secara
nyata (P Q.05 olch  kultivar  nenas.
Meskipun  begtu. nilar F hitung  dan
perlakuan  ungkat  kematangan  yang
didapatkan hisa dikatakan udak terlalu jauh
dengan nilai taraf 0.05 yaitu L0783, Tlal i
berarti aktivitas spesifik bromelam  dapat
menjadt berbeda sceara nyata pada taraf o
7.84% atau (L0784

Tabel 3 Aktivitas  liinbah  padat
pengalengan nenas  dari cv. Smooth
Cayenne, Queen Bogor dan Queen
Merah pada tingkat kematangan luar 100%

Kuluvar Aktivitas (unit/ml)
Smooth Cayenne  6.63 + 343
Queen Bogor 893267
Queen Merah 340+ 1.58

Aktivitas Spesifik

Aktivitas spesifik bromelain paling
tinggi dari kultivar nenas dengan tingkat
kematangan vang sama (100%) adalah pada
nenas  Smooth  Cayenne dengan  milai
aktivitas  spesifik  sebesar  0.73  umit/mg
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(Tabel ). Nilarmilat v udak  terlalu
berbeda wnvata batk sepert vang terlihat
ataupun secara statistik. Dengan demikian,
berdasarkan uji ragam milar tengah. aktivitas
spesifik hromelain tidak dipengaruhi secara
nvata (P 0.05) oleh kultivar nenas.

Tabel 4 Akuvitas spesifik imbah padat
pengalengan nenas dari cultvar Smooth
Cayenne. Queen Bogor. dan Liar pada
tngkat kematangan luar 100%

Kultvar Aknvitas Spesifik
(unit/mg)

Smooth Cayenne 0.73+£0.29

Queen Bogor 059 £0.18

Queen Merah (0.57 + 0.36

Semipurifikasi Bromelain dari

Homogenat Limbah Padat Pengalengan
Nenas

Semipurifikasi hromelain
dilakukan  pada nenas  Smooth Cayenne
dengan nngkat kematangan 100% karena
secara umum, pemanfaatan nenas dilakukan
pada  saat  nenas matang.  Tahapan
scmipurifikast meliputi ekstraksi. pemcekatan
dengan  pengendapan amonium  sulfat,
dialisis dan liofihisast. Hasil dari percobaan
terangkum dalam Tabel 5,

Nilai tingkat kemurnian didapatkan
dan membandingkan aktivitas spesitik
setelah  perlakuan  dengan nilar  akuvitas
spesifik larutan asal (ekstrak kasar) dalam
bentuk nishah. Sclanjuinya. persen hasil
adalah persen perbandingan jumlah akuvitas
yang didapatkan dart  perlakuan yang
dihandingkan terhadap  jumlah  aktivitas
larutan  asal  (ekstrak  kasar). Pemekatan
protein nenas dengan pengendapan amonium
sulfat  70% menghasilkan  pemngkatan

kemurnian bromelan w~eeor <2 00 7
dengan persen hastl wheser <+ oL
tersebut berarti hanva Kurang o
dart protein yang terkanduny Jolu -
kasar vang dapat terendupkan  lvnIo”
penambahan amonium sulfat.

Pada pemekatan protem denzen
pengendapan amonium  sulfat.  penurune”
persentase hasil diduga karena masth ada
protein vang belum terendapkan. Efek vang
terjadi akibat penambahan amonium sulta
dalam Jarutan protein  adalah  penurunan
nngkat kelarutan protein. bukan
penghilangan.  Jadi masih  terdapat
kemungkinan  ada  protein  vang  udak
terendapkan. Hal ini berarti  konsentrast
amonium sulfat 70% kurang baik dalan
mendapatkan persentase hasil vang tinggi.

Berdasarkan nilai kemurnian, nila
kemurnian bromelin vang didapatkan naik
schesar 4.4 kali yang berarti banyak protein
non hromelin yang tidak terendapkan. Selan
itu.  pengendapan  mampu  memsahkan
protein dengan  pengotor misalnya asam
nukleat.

Pengurangan Kandungan Asam Nukleat

Pengendapan protein dengan amomum
sulfat sclain cfekut untuk
mengkonsentrasikan protein. herfungsi pula
menghilangkan pengotor. dalam hal int asain
nukleat. Asam nukleat schagai pengotor
akan menambah viskositas larutan protein
yang dapal mengeanggau proses pemurnian
selanmjutnyal 11},

Asam nukleat tidak terendapkan oleh
penambahan amonium sulfat seperti halnya
yang terjadi pada molekul protein. Dengan
begitu, asam  nukleat akan terninggal di
supernatan selelah larutan protein yang relah
ditambahkan amonium sulfat disentntus.

Tabel 5 Semipurifikasi bromelain dari Timbah padat Smooth Cayenne matang 100%

Tahap Volu Aktivitas | Aktivitas | Kadar  Total | Akuvitas | Hasil | Tingkat
Purifikasi e (ml.) Proteoli Total Protein | Protein | Spesifik {5 Kemur-
1k (Unity (ing/ (mg) (U/mg nian
(U/ml) mL) protein} (n-kali}
Ekstrak 25.0 1.68 41.90 6.73 | 168.18 0.25 100 0.0
kasar
Pengenda 2.0 10.28 20.56 9.49 18.98 1.08 49.1 44
pan
Dialisis 5.64 11.29 6.09 12,17 0.93 27.0 3.7
" Tiofilisasi 10.0 0.81 8.09 1.08 10.79 0.75 19.3 3.0
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Berdasarkan  hasil  pengamatan.
yang  terangkum  dalam  Tabel &,
pengurangan  kandungan asam  nukleat
terhesar didapatkan pada sampel Smooth
cayenne dengan milar pengurangan schesar
&2.51%. Adapun nilai pengurangan asam
nukleat dart kuluvar Queen Bogor dan Liar
hampir sama vamu 66.07% dan 64.97%.
Masih terdapatnva xejumlah asam nukleat di
suspenst endapan protein hasil pemekatan
dengan amonium sulfat diduga dikarenakan
ada asam nukleat vang terjerap pada moleku!
protein  schingga  ikut  terbawa  dalam
cndapan.

Dialisis

Tahapan sclamutnva.  larutan  protemn
vang diperoleh dari pengendapan dengan
amonium  sulfat 70%  didialisis. Dialisis
dilakukan untuk  menghilangkan  garam
amonium sulfat dari tabapan pengendapan
dan juga kemungkinan keberadaan ion

logam vang mengganggn aktivitas
proteolitik. Dialisis menghasilkan

peningkatan kemurnian bromelain sebesar
3.7 kalt hpat dengan persentase hasii 27.0%.
Dengan hasil ik, ndak  didapatkan
peningkatan kemurnian hila dibandingkan
dengan  tngkat  kcmurnian yang  telah
diperoleh pada tabhapan sehelumnya  yaitu
pengendapan protein dengan amonium sulfat
(kemurnian 4.4 kalt). Penurunan nilar ungkat
kemurnian diduga disebabkan ada bromelain
yang rusak/terdenaturasi akibat
autodeteriorasi yang berpeluang besar terjadi
pada protease dalam larutannya. Enzim vang
inaktif tetap akan terdetekst sebagar protein
sehingga penurunan nilar aktivitas spesifik
mengingat aktivitas spesifik adalab nishab
aktivitas enzimatik terhadap kadar protein.
Adapun penurunan persentase  hasil pada
tahapan selanjutnya dalamn sebuah rangkaian
pemurnian merupakan gepala yang normal.

Liofilisasi

Larutan  protein  hasil  dialisis
diliofilisusi. Larutan protein ditempatkan
dalam erlenmeyer schingga Tuax
permukaannya meningkat. Tuas permukaan
ini menjadi arca evaporasi air. Suhu -50°C
menvediakan kondis stabil terhadap maters
hiologis. Fs vang terhentuk durs air schagu
pelarut dalum Juruten protesn menyublim
dan terpompa keluar don erlenmever

Dart whapan e dihasiikan
penmgkutan kemurmian bromelun sehesar
30 kall hipat dengun persen hasl sehesar
193 Pada havl bofibsast terjadr vang
sama dengan hasil diahisis, s penurunun
kemurmian  terhadup  tahapan ~ehelumnya
cdhialisiy Berdasarkan has]l i dduga
pentrunan dischabkan prowin vang udak
terkoleksi serta kerusakan protem. Dengan
demikian, hasil pengamatan ini memberikan
informast  kemungkinan  Kerusakan  vang
terjadi pada sampe! hasil hotfilisast

Evaluasi Tahapan Semipurifikasi

Secara keseluruhan. dan hasil-hasii
tersehut di atas terlihat bahwa pengendapan
protein dengan amonium <ulfat
menghasitkan pemingkatan kemurnian yang
paling besar.  tingkat  Kemurnian  pada
tahapan selanjutnya (dialisis dan hofilisasi.
dalamn  penclitian ini. sepers vang
terilustrasikan dalam  Gambar  t. lehih
rendah  dibandingkan  tingkat  kemurnian
dengan  pengendapan  amonium sulfat.
Semipunfikasi merupakan kegratan
berurutan schingga sebuah tahapan akan
herpengaruh ke tahapan selanjutnya. Persen
hasil dari pengendapan amonium sulfat yang
tidak tinggi (49,19 berpengaruh ke tahapan
selanjutnya. yaitu hasil yang terlalu rendah.
Schubungan dengan hal tersebut. semakin
kecilnya hasil pada whapan semipurifikas
merupakan suatu kewajaran.

Tabel 6. Pengurangan kandungan asam nukleat melalui pengendapan protein

Pengendapan Protein pada | Volume Kadar Asam Total Pengurangan
Kultivar (mlL} Nukleat (ug/ml.) {ug) (%)
Sebelum pengendapan
Smooth Cayenne 25 1686.58 | 42164.59
" Queen Bogor 28 135258 | 33814.56
Queen Merah 25 700.34 1 17308 54
Setelah pengendapan
Sincoth Cavenne 10 737.62 7376.16 8251
~Queen Bogor 10 114738 | 11473 8] 66.07
Jueen Meruh 10 613.26 6132 55 64.97
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Pada pemeckatan protein dengan
pengendapan amonium  sulfat. penurunan
persen hasil diduga karena masih ada protein
yang belum terendapkan. Efek yang terjads
akibat penambahan amonium sulfat dalam
larutan protein adalah penurunan ungkat
kelarutan protein, bukan penghtlangan. ladi
masih terdapat kemungkinan ada protein
yang tidak terendapkan. Hal int berarn
konsentrast amonium  sulfat 70%  Kurang
baik dalam mendapatkan persen hasil vang
tinggi.

Berdasarkan nilat kemurman, mla
kemurnian bromelain yang didapatkan natk
sebesar 4.4 kalt yang berarti banvak protem
non-hromelain  vang tidak  terendapkan
Selain HiN pengendapan Mumpu
memisahkan  prowein  dengan  pengotor
misalnya asam nukleat.

Persen hasil dan ungkat kemurnian
dalan pengendapan dengan amonmmm sulfat,
merupakan dua nilar yang tdak bisa ~seinng
sejatan, oleb karena stu kedua nilar harus
dikompromikan. Jika bahan sumber enzim
bernilm tnggi atan subt didapatkan mako
hiasanya difokuskan untuk nendupatkun
hasil  sebesar-besarnva @npa terlalu
tnemperhatikan tingkat kemurmion. Dengan
begitu, tingkat kemurntan  dikorbankan
untuk  mendapatkan hasil yang  tinggs
Schaliknya, apahila hahan sumber enzun
cukup  berhmpah  maka  hasil  dapat
dikorbankan untuk mendapatkan  tingkat
kemurnian yang tinggs [12]

Perlakuan-periaknan setelah
tahapan pengendapan amonium sulfat adalah
bukan perlakuan yang akan meningkatkan

nilai  kemurnian secara  nencolok  pada
hromelain melainkan sebatas penghilangan
pengotor  (dialisis)  dan juga  pelarut
iliofilisast). Kenvataannya disebabkan faktor
waktu  proses  vyang  lehih  panjang.
memberikan peluang lebih besar terjadinva
kerusakan bromelain (terdegradast ataupun
terdenaturasi) selama proses semipurifikosi.
Peningkatan  nilay kemurmian  secaris
mencolok lebibh dinungkinkan  didaputkon
dengan  fraksinasi  isolat  protein seperti
kromatografi kolom.

Penentuan  kadar  protern udak
membedakan protein bromelain vang skt
dengun vang suduh mokufs Kedua o gents
proten tu Jdianggap sama saje. vaty
meleku! protemn Sementara itn, pembedaan
aktf-iukns terlihar dare hosed un akbivitas
enzim Bila pada sampel sudab werdapat
hanvak enzim vang rusak. maka akuvitisnva
renduh. Dt fan s kador proten ndok
banvak berubah kecual pengurangan jumlah
dan vang ndak terkoleksic Akibatnya. pada
perhitungan aktivitas spestfik sampel hasil
purifikasi. didapatkan hasl vang rendah,

Penurunan hasil juga terjadi pada
persentase hasil dari masing-masing tahapan
semipurifikasi.  Tlal im berarti,  semakin
pantang tahapan perlakuan. jumlab envim
yang didapatkan semakin rendah.

Panjangnva  tabhapan  pemurniun
Juga menambah peluang terjadinya endapun
protein yang  tdak  terkoleksi sepert
menempelnya endapan protem pada alat-alat
kaca schingga memhuat  nidai tngkat
kemurnian menurun.

1200
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Gambar L. Persen hasil dan tingkat kemurnian hromelain dan twhapan semipunfixasi o} =
ckstrak kasar, 2 = pemekatan. 3 = dialisis. 4 = hofilisasi
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Kandumzem =0 o L0 “ooes culuvar
Smooth Cevenmy moon 7 2esl sevmatangan

yang  hertoll Lo tortada o nvala
Sementars 1tu « teo e s dan total
proteinl van: oL oo.o. 7 nat aktivitas
spesifik tides L ovmes cLnean perbedaan
yang nval. S Anuvitas spesifik
bromelain o : o -zz Siumukkan oleh
nenas St Lot pada ingkat
kematangan - S0 Lan hertambah tingkat
kematangan,  ~ e rendah aktivitas

spesifik brive L sclamutnya kandungan
bromelain « suvar nenas (Smooth
Cayenne. Quevs B oo dan Queen merah)
pada tingkat soictangzan penuh (FO0%).
tidak berbede: =vse Konsentrast enzim dan
total protem vans drluza dan mlat akuvitay
spestfik juga herbeds nyvata (o 0.05). Nilai
aktivitas spestix bromelain pada koluvar
nenas Smeoth Cavenne. Queen Bogor dan
Liar sccurs berturut-turut adalah (.7345
(L5894 | dan 05712 pmivmg. Pemckatan
protein nenas dengan pengendapan amonium
sulfat 707 menghasitkan peningkatan
kemurnian bromelamn sehesar 44 kali hpat.
Dialisis menghasitkan peningkatan
kemurnian bromelain sehesar 3.7 kali lipat
dan hofilisast menghasitkan  penmgkatan
kemurnian  bromelamm  sebesar 30 kali
Semakin panjang tahapan perlakuan, jumlah
enyim yang didapatkan semakin rendah.
Perlakuan vang hersifat tidak memisahkan
(fraksimast)  isolat protein vang  telah
didapatkan cenderung menurunkan
persentase hasil dan juga tidak
meningkatkan tingkat kemurman,
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