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ABSTRAK

Peningkatan jumlah tangkapan dan budidaya semakin banyak di Indonesia.
Peningkatan yang terjadi tentunnya menghasilkan ikan dengan nilai ekonomis
rendah dan limbah yang belum termanfaatkan. Perlunya suatu penangganan yang
baik untuk mengatasi permasalahan tersebut untuk meningkatkan nilai
ekonomisnya. Tentunya diperlukan suatu bahan yang memiliki potensi untuk
dikembangkan. Pepton merupakan salah satu hidrolisat protein yang dimanfaatkan
sebagai salah satu media dan sumber nitrogen bagi mikroba dan berpotensi untuk
dikembangkan. Pepton yang dihasilkan melalui proses asam ataupun basa memiliki
karakteristik yang kurang baik. Banyak cara yang bisa dilakukan sebagai alternatif
menghasilkan pepton, salah satunya adalah dengan cara enzimatis. Pembuatan
pepton dengan enzim dilakukan untuk mengurangi beberapa kekurangan yang
terdapat pada pepton yang dihasilkan dengan proses asam ataupun basa. Pepton
ikan merupakan produk hidrolisat protein yang memiliki nilai ekonomis penting pada
industri perikanan serta sebagai sumber nitrogen pada media pertumbuhan
mikroba. Pepton berbahan baku ikan mampu menjadi alternatif pengganti pepton
komersil. Karena hal ini dalam review mengulas dua proses hidrolisis secara
enzimatis papain dan alcalase sebagai penghasil protease yang berperan dalam
pertumbuhan mikroba. Serta membandingkan dari kedua enzim ini pada perlakuan
terbaik.

Tujuan review ini untuk medeskripsikan peran enzim utamanya pada enzim
papain terhadap produk hidrolisat protein pepton ikan terhadap kualitas dan media
pertumbuhan bakteri.

Kata kunci: pepton, hidrolisat protein, pertumbuhan bakteri, papain, alcalase
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BAB 1 PENDAHULUAN

11 Latar Belakang

Sumberdaya laut di Indonesia sangatlah kaya dan melimpah. Kelimpahan
sumberdaya ini masih belum termanfaatkan secara optimal. Hasil tangkapan hanya
mementingkan ikan dengan ekonomis tinggi setelahnya hanya sebatas dijual tanpa
ada proses lebih lanjut. Kelimpahan lkan hasil tangkapan sampingan (HTS)
mengandung protein yang berpotensi untuk dikembangkan menjadi produk
hidrolisat protein yang memiliki nilai jual tinggi (Dede Saputra & Nurhayati, 2014).
Dalam beberapa tahun terakhir banyak penelitian tentang hidrolisat difokuskan
untuk memaksimalkan sumber laut yang berpotensi sebagai nilai tambah. Hasil
tangkapan sampingan cenderung belum termanfaatkan secara optimal. Kebijakan
setiap industri hanya menargetkan pada jenis ikan dengan ekonomis tertentu.
Pemanfaatan ini perlu dilakukan untuk mengurangi jumlah ikan yang belum
termanfaatkan dengan mengembangkan hidrolisat protein. Pemanfaatan hidrolisat
protein dilakukan dengan memanfaatkan bahan baku yang kaya akan protein
sebagai sumber protein dan peptida bioaktif yang paling penting (Chalamaiah et al.,
2014)

Berdasarkan data dari FAO (2018) perikanan global pada tahun 2016
mencapai 170 juta ton, terdiri 47% dari budidaya dan 53% dari hasil tangkapan.
Budidaya menjadi peluang yang menjanjikan selain hasil tangkapan. Berdasarkan
pada potensi total produksi ikan lele sekitar 1,81 juta ton pada tahun 2018 dengan
sistem bioflok (Kementerian Kelautan dan Perikanan, 2018). lkan lele merupakan
ikan tawar yang mempunyai potensi dikembangkan menjadi produk hidrolisat.
Pemanfaatan yang kurang pada limbah ikan lele utamanya pada kepala banyak
digunakan sebagai produk bernilai rendah. Presentase dari rendemen kepala ikan
lele terbesar setelah daging yaitu 29,73%(Widiyanto, 2018). Tentunya kepala ikan
lele yang dianggap limbah memiliki nilai ekonomis tinggi apabila ditangani dengan
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baik dan benar. Limbah menjadi salah satu permasalahan terbesar dalam industri
pengolahan ikan (Atma, 2016). Limbah yang tidak dapat dikelola secara baik akan
menimbulkan permasalahan terhadap lingkungan, terutama pada kandungan bahan
organik pada ikan yang dapat dijadikan sumber nutrisi untuk pertumbuhan mikroba.
Menandakan bahwa melimpahnya bahan baku yang digunakan untuk pembuatan
hidrolisat pepton ikan.

Hidrolisat protein dapat dihasilkan dari proses penguraian protein ikan
menjadi peptida lebih sederhana melalui proses hidrolisis enzim, asam ataupun
basa. Pepton dari ikan adalah salah satu alternatif produksi protein hidrolisat untuk
sumber nitrogen dalam pertumbuhan mikroba (Priatni, 2016). (Safari et al., 2011)
juga menjelaskan pepton sebagai sumber nitrogen yang sangat penting sebagai
media pertumbuhan mikroba. Aplikasi pepton banyak dimanfaatkan dalam aplikasi
biologi dan bioteknologi seperti biomassa mikroba. Penggunaan pepton dengan
ikan tidak hanya ramah lingkungan tetapi sebagai bahan baku yang murah dalam
formulasi media. Sebagian besar produksi pepton berasal dari hewan darat seperti
sapi dan babi serta turunannya. Mempertimbangkan menghadapi resiko dan
penyakit serta bermasalah akan keyakinan agama. Pepton berbahan baku dari ikan
tentunya dapat diterima semua kalangan tanpa terikat adanya kepentingan agama
dan penyakit membahayakan serta menjadi alternatif yang aman sebagai penganti
bahan tersebut.

Kebutuhan pepton Indonesia hanya dipenuhi melalui impor dengan harga
yang mahal. Pepton ikan merupakan produk hidrolisat protein yang memiliki nilai
ekonomis penting pada industri perikanan serta sebagai sumber nitrogen pada
media pertumbuhan mikroba dan mampu bersaing dengan pepton komersial
(Nurhayati & Suhandana, 2013). Pepton merupakan produk yang kaya akan asam
amino yang tidak terkoagulasi Pada suhu tinggi (Shirahigue et al., 2018). (Khalil,
2012) menyatakan bahwa kelarutan adalah sifat penting yang tidak terkoagulasi
pada suhu tinggi serta menghasilkan pepton dengan kadar garam yang tinggi pada

10



proses netralisasi. Hidrolisis pepton dapat melalui proses asam, basa, enzim yang
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berasal bahan baku, atau menambahkan enzim dari luar (Dede Saputra &
Nurhayati, 2014). Pembuatan pepton dengan cara asam dapat merusak sebagian
atau semua asam-asam amino tertentu karena kondisi proses yang berlangsung
pada suhu tinggi (Pantaya et al., 2018). (Kosasih et al., 2018) menjelaskan bahwa

perlakuan asam dengan hidrolisis pada suhu tinggi berakibat merusak sebagian
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atau semua asam amino sedangkan proses enzimatis tidak memerlukan suhu tinggi
untuk menghidrolisis polipeptida dan menjaga semua asam amino. Produksi pepton
secara enzimatis telah banyak dilakukan oleh peneliti sebelumya diantaranya
adalah penelitian Nurhayati, et al., (2013). Suatu proses pembuatan pepton dari

ikan memerlukan proses ekstraksi dengan cara hidrolisis protein pada bahan
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pangan. Salah satu produksi pepton dilakukan dengan cara hidrolisis secara
enzimatis yaitu menggunakan enzim proteolitik dalam proses hidrolisis protein
berupa enzim (Alpay & Uygun, 2015). Enzim dapat mempercepat laju reaksi proses
biokimia di dalam sel jaringan pada pH, suhu dan konsentrasi yang optimal yang

membuat enzim bekerja menjadi lebih efisien. Tanpa adanya enzim, proses
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biokimia memecah protein ikan menjadi protein hidrolisat memakan waktu lama
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(Utomo et al., 2014). Oleh karena itu, tujuan dari review untuk menganalisa peranan
enzim dalam hidrolisat protein kepala ikan lele dan hasil tangkapan sampingan
terhadap kualitas dan sebagai media pertumbuhan bakteri.

1.2 Tujuan

Tujuan review ini untuk medeskripsikan peran enzim utamanya pada enzim
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papain terhadap produk hidrolisat protein pepton ikan terhadap kualitas dan media

pertumbuhan bakteri.
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BAB 2 METODE REVIEW

2.1 Metode Penelitian

Metode review yang digunakan adalah metode primer dan deskriptif. Data
primer adalah data yang langsung memberikan data secara Ingsung kepada
pengumpul data. Sedangkan pada deskriptif merupakan bentuk penelitian yang
bertujuan untuk medeskripsikan fenomena-fenomena yang ada, baik manusia,
maupun ilmiah. Fenomena tersebut dapat berupa bentuk aktivits, perubahan,
karakteristik, kesamaan, hubungan, dan perbedaan fenomena satu dengan yang
lain.
2.2 Strategi Pencarian Data

Pencarian data dilakukan dengan FAO, search engine Google, Google
Scholer,Science Direct, Scopus dengan kata kunci “Hidrolisat protein ikan secara
enzimatis”, “Pepton berbahan dasar ikan sebagai media pertumbuhan mikroba”,
“Characteristic sand Use of Peptones from fish”

Penetapan kriteria inklusi data berupa jurnal baik nasional maupun
internasional dan juga sumber buku yang berisi tentang pengetahuan hidrolisat
protein, pepton ikan, enzim papain dan alcalase, beserta karakteristik dan peranan
hidrolisat protein pepton ikan sebagai media pertumbuhan bakteri dan lain
sebagainya yang dipublikasi pada kisaran tahun 2010-2020. Sedangkan kriteria
eksklusinya adalah data yang diperoleh dari sumber yang tidak valid contohnya
website tanpa penulis atau skripsi, jurnal baik nasional maupun internasional yang
dipublikasikan sebelum tahun 2010 dengan pengecualian sumber empiris dan
klasifikasi, data yang berisi mengenai pepton ikan berbahan dasar ikan yang
berbeda tetapi memakai kemapuan yang sama berpotensi sebagai media

pertumbuhan bakteri.
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2.3 Studi Yang Digunakan
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Sumber studi literatur ang digunakan 50 jurnal yang didapatkan dengan
menggunakan kata kunci. Didapatkan jumlah 28 jurnal yang dianggap relevan dan

22 jurnal yang dianggap tidak relevan.

' BRAWLJAYA

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
C
2
>
e

)

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

*/BRAWIJAYA

13




REPOSITORY.UB.AC.ID

' BRAWLJAYA

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
2
2
ec
=2

N

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

' BRAWIJAYA

.

BAB 3 HASIL REVIEW

3.1 Definisi Pepton

Pepton adalah protein dari jaringan hewan atau tumbuhan yang mengalami
proses hidrolisis yang telah mengalami pemutusan ikatan menjadi asam amino dan
peptida yang dimanfaatkan sebagai nitrogen bagi mikroorganisme. Pepton dapat
didefinisikan sebagai produk hidrolisat protein yang telah diekstrak dari bahan yang
mengandung protein tinggi. Proses ekstraksi pada protein dengan metode kjeldahl
untuk penentuan pada kandungan nitrogen. Kandungan nitrogen yang dihasilkan
menjadi sumber utama dalam media komersial untuk pertumbuhan mikroba
(Saputra & Nurhayati, 2014). Pepton ikan merupakan produk hidrolisat protein yang
memiliki nilai ekonomis penting pada industri perikanan serta sebagai sumber
nitrogen pada media pertumbuhan mikroba (Nurhayati & Suhandana, 2013). Pepton
dapat didefinisikan sebagai produk hidrolisis protein yang biasanya larut dalam air
dan tidak dapat dikoagulasi panas (Andualem & Gessesse, 2013). Kandungan yang
terdapat pada hidrolisat pepton terdiri dari asam amino, dipeptida, peptida dan
campuran polipeptida yang dapat diperoleh dengan menghidrolisis bahan yang
mengandung protein melalui reaksi asam atau enzimatis (Laoli, 2015).

Pepton bersifat higroskopis ketika terkena udara dan mudah berikatan
dengan air. Hal ini mempermudah pepton mengalami kerusakan mutu secara fisik
dan kimiawi sehingga mempengaruhi pada hasil pepton. Dalam produksi protein
hidrolisat dalam proses pepton faktor menjadi penting yang akan mempengaruhi
kecepatan dan spesifikasi produk hidrolisis seperti suhu, waktu hidrolisis dan
konsentrasi enzim yang diberikan. Hidrolisis adalah proses pemecahan banyak
ikatan menjadi ikatan lebih kecil dan sederhana. Pada waktu hidrolisis adalah faktor
terpenting dan berpengaruh pada kualitas hidrolisat yang dihasilkan. Produk akhir

yang dihasilkan dapat berupa cairan, pasta atau bubuk (Utomo et al., 2014).

14



REPOSITORY.UB.AC.ID

' BRAWLJAYA

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
2
2
ec
=2

N

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

' BRAWIJAYA

.

Sehingga yang membedakan dengan hidrolisat potein ikan adalah cairan
yang terbuat dari ikan dengan penambahan enzim protease untuk mempercepat
hidrolisis dalam suatu kondisi yang terkontrol. Memiliki sifat yang luas dan
fungsional tinggi sehingga menjadikannya bermanfaat. Hidrolisat protein ikan
adalah campuran dari polipeptida, peptida, dan asam amino. Hidrolisat protein ikan
dapat dibuat dari proses dekomposisi protein ikan menjadi peptida sederhana
dengan 2-20 asam amino dengan enzim, asam dan basa. Bahan baku yang
digunakan dalam hidrolisis protein ikan utamanya pada pepton dari limbah hasil
tangkapan sampingan dengan kandungan kaya protein (Nurhayati et al., 2015).
Harga yang rendah kurang termanfaatkan pada hasil tangkapan sampingan
menjadi produk bernilai besar utamanya dibuat hidrolisat protein (Chalamaiah et al.,

2014).

3.1.1 Pemanfaatan Hidrolisat Protein lkan

Pemanfaatan hidrolisat protein ikan dapat dimanfaatkan karena kandungan
asam amino salah satunya MSG (Monosodium Glutamate)(Witono et al., 2017).
Pengembangan yang luas sebagai bahan nutraceutical dan berbagai obat-obatan
dan lain sebagainya untuk menunjang kehidupan manusia. Semakin banyak
manfaat dari ikan tentunya membuat banyak peneliti untuk mengembangkan
hidrolisat protein yang mampu menggantikan produk impor dan tentunya
pemanfaatannya tidak sebatas pada agama. Salah satnya hidrolisat protein untuk
pepton ikan.

Ikan hasil tangkapan sampingan (HTS) banyak dimanfaatkan sebagai bahan
untuk pakan, silase dan tepung ikan. Sedangkan ikan sendiri terdapat kandungan
senyawa nitrogen dari asam amino sebagai kultur mikroba. Pemanfaatan ini dapat
digunakan untuk hidrolisat protein ikan berupa pepton. Dari berbagai peneliti salah

satunya (Saputra et al., 2020) memanfaatkan ikan hasil tangkapan sampingan
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(HTS) menjadi hidrolisat protein ikan berupa pepton sebagai media dalam

pertumbuhan mikroba.

3.1.2 Kandungan Protein Hewani

Dalam menunjang penggadaan bahan pembuatan khususnya pepton.
Pepton merupakan derivat protein mudah larut dalam air dan tidak menggumpal
karena panas. Pepton dari komersil dipergunakan dalam pembuatan kultur media
yang tersusun pada komponen protease, polipeptida dan asam amino. Kandungan
protein dari bahan baku hewani banyak dimanfaatkan sebagai produk pepton salah
satunya pada sapi dan produk hasil perikanan berupa ikan. Kandungan protein
pada daging sapi yang umumnya digunakan sebagai bahan dasar pepton komersil
mempunyai protein bervariasi berkisar antara 16-22% dan senyawa nitrogen
sebesar 1,5% (Fausiah & Al Bughori, 2019). Sedangkan pada bahan perikanan
berupa ikan mempunyai komposisi nurisi terbesar pada protein yaitu 15-24%
dengan nitrogen berkisar 8-176%. Kandungan ini bervariasi bergantung pada faktor
biologis dan faktor pada alam (Listyarini, 2016). Pada umumnya ikan hasil budidaya
mempunyai kandungan protein tinggi dan berlemak rendah pada ikan lele sebesar

17,7-26,7% (Listyarini et al., 2018).

B2 Potensi Pepton Ikan Sebagai Media Pertumbuhan Mikroba

Peningkatan terhadap hasil tangkapan sampingan (HTS) berarti semakin
banyak pula volume limbah yang kurang maksimal termanfaatkan. Hasil tangkapan
sampingan (HTS) adalah spesies ikan yang tidak memiliki nilai ekonomis rendah.
Pemanfaatan ikan HTS banyak tertuju pada pembuatan produk minyak ikan, silase,
tepung ikan, protein konsentrat dan lain sebainya. Perkembangan semakin pesat
pada teknologi memungkinkan peningkatan nilai jual ikan HTS dengan menjadikan
produk pepton ikan. Pepton merupakan sumber nitrogen utama dalam media
pertumbuhan mikroba yang terdiri dari campuran polipeptida,dipeptida, asam amino

yang didapat dari bahan yang mengandung protein. Pepton juga dijelaskan oleh
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(Priatni, 2016) bahwa produk protein hidrolisat menjadi sumber nitrogen dalam
pertumbuhan mikroba. Menurut (Nurhayat et al., 2015) hasil tangkapan sampingan
(HTS) ikan memiliki nilai ekonomis yang tinggi apabila penanganan secara baik
menjadi produk pepton dan media yang baik sebagai pertumbuhan miroba.

3.2.1 Kandungan Protein dan Asam Amino

Kandungan protein pada Ikan terbesar pada skala nutrisi sebesar 0,1%-22%
dan bervariasi bergantung pada faktor biologis dan faktor alam. Kandungan protein
ini tentunya menjadikan sumber nutrisi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan bakteri
(Juariyah & Sari, 2018). Pemanfaatan perlu dilakukan untuk meningkatkan nilai
ekonomis pada bahan. Padahal, ikan ini berpotensi besar apabila dikelola dengan
baik dan akan berdampak besar mengurangi limbah dan tentunya dapat
meningkatkan nilai pendapatan. Perlakuan enzim, sangat dimungkinkan menjadikan
produk pangan berkualitas salah satunya pada hasil tangkapan sampingan (HTS).
Hal ini juga didukung (Barokah et al., 2017) bahwa pemanfaatan hasil samping ikan
menjadi produk bernilai jual tinggi sangat diperlukan untuk mengatasi berbagai
masalah dan salah satunya dengan menjadikannya pepton ikan.

Pemanfaatan ikan dengan enzimatis merupakan peluang produksi yang
penting dalam industri. Potensi yang menghasilkan pendapatan tambahan dan
pemanfaatan ikan ekonomis rendah. Pendekatan yang umum dengan pemanfaatan
ikan hasil tangkapan sampingan (HTS) menjadi hidrolisat protein pepton ikan.
Produk dari HTS mengandung bahan kaya akan protein dan biasanya pemanfaatan
sebatas pada pakan, tepung ikan dan bahan di laboratorium sebagai pendukung
mikroba (Srikandace et al., 2016).

Kulitas pepton juga dapat ditentukan pada kadar asam amino essensial
penyusunnya. Kebutuhan protein yang asam aminonya hampir sama dengan
kebutuhan manusia merupakan protein yang memiliki mutu tinggi. Asam glutamat
pada produk perikanan merupakan asam amino yang banyak ditemukan pada ikan
sebagai cita rasa. Hasil serupa dengan penelitian yang dilakukan (Nurhayati et al.,
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2013) bahwa kandungan asam glutamat pada jeroan ikan tongkol sebesar 6,38 %
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merupakan asam amino yang dominan dan tertinggi pada semua bagian ikan.
Meskipun lebih rendah dari pepton komersil. Namun, keberadaan asam amino akan
berpeluang baik dalam pertumbuhan bakteri sebagai sumber nitrogen. (Dede
Saputra & Nurhayati, 2014) juga melaporkan pada pepton ikan selar memiliki 9

macam asam amino essensial. Hidrolisis akan berjalan sempurna apabila
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menghasilkan 18-20 macam asam anino essensial maupun non-essensial. Hasil
setara dengan (Barokah et al.,2017) analisis asam amino produk mikroenkapsulasi
pepton hasil tangkaan sampingan (HTS) memiliki 9 jenis asam amino essensial
yaitu histidin, arginin,treonin, valin, metionin, isoleusin, leusin, fenilalanin dan lisin.
Dapat dilihat pada Tabel 2.

33 Enzim
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Enzim merupakan biomolekul yang berfungsi sebagai katalis dalam
mempercepat proses reaksi kimia. Tanpa adanya proses enzim dalam suatu proses
maka terjadi perlambatan atau tidak berlangsung suatu proses tersebut

Kemampuan dalam menghasilkan produk tanpa harus kehilangan banyak asam
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yang dibutuhkan. Hampir dari semua enzim adalah protein yang berperan sebagai
biokatalisator yang dapat mempercepat reaksi biologi tanpa mengalami perubahan
struktur kimia. Hidrolisis secara sempurna dapat dilakukan dengan enzim proteolitik
yang dapat mempercepat proses hidrolisis dalam kondisi terkontrol dengan hasil

akhir dari campuran komponen protein (Utomo et al., 2014). Enzim adalah protein
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yang dapat mengalami kerusakan protein pada suhu tinggi yang dikenal dengan
denaturasi. Akibat dari denaturasi protein tentunya akan mengurangi aktivitas
enzim. Pada proses hidrolisis secara enzimatis dapat dipengaruhi oleh beberapa

kondisi seperti suhu, waktu, pH substrat dan konsentrasin enzim (Priatni, 2016).
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(Harahap, 2012) menjelaskan dalam suatu proses enzimatis terdapat
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beberapa faktor penentu dalam prosesnya yaitu temperatur, derajat keasaman
(pH), konsentrasi enzim dan substrat.

a. Temperatur

Temperatur terlalu tinggi menyebabkan denaturasi pada protein. Namun,

temperatur yang rendah akan menghambat reaksi. Pada umumnya temperatur
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optimum pada suhu 30-40°C. Enzim akan tahan pada suhu rendah dan akan
mengalami kerusakan pada suhu diatas 50°C.

b. Derajat keasaman (pH)

perubahan pada derajat keasaman (pH) memberikan pengaruh pada perubahan

asam amino. Kebutuhan derajat keasaman (pH) berbeda-beda bergantung pada
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jenis enzimnya.

C. Konsentrasi enzim dan substrat

Perbandingan yang sesuai dari enzim dan substra akan menentukan reaksi berjalan
secara optimal. Semakin banyak enzim, reaksi menjadi semakin cepat. Jika enzim

terlalu sedikit dan substrat terlalu banyak maka proses berjalan lambat bahkan
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terdapat substrat yang tidak mengalami katalisis
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Beberapa metode untuk menghasilkan protein hidrolisat pada proses
pembuatan pepton sudah tersedia tetapi proses hidrolisis secara enzimatis menjadi
pilihan dan dianggap lebih tepat dan lebih murah. Pada proses hidrolisis yang
digunakan untuk menghasilkan pepton adalah dengan enzimatis. Enzim yang

sering digunakan adalah papain, bromelin, alkalase, atau enzim yang diisolasi dari
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perut ikan.
3.3.1 CaraKerja Enzim

Enzim merupakan suatu protein dengan susunan dan sifat katalik dan fungsi
aktivasi yang spesifik. Peningkatan laju reaksi dapat dilakukan dengan menaikkan
temperatur dan menurunkan anergi aktivitasnya.Menurut (Harahap, 2012) bahwa

enzim bekerja dengan cara menempel pada suatu permukaan zat-zat yang
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bereaksi dan dengan demikian akan mempercepat proses reaksi. Enzim
mempunyai kekhasan hanya bekerja pada satu reaksi saja dengan adanya
hubungan antara enzim dengan substrat. Hubungan antara enzim dan substrat
hanya terjadi pada bagian atau tempat tertentu saja. Hubungan ini menyebabkan
terjadinya kompleks enzim-substrat.

a. Lock and key (gembok dan kunci)

Terjadinya suatu reaksi antara substrat dengan enzim karena adanya
kesesuaian bentuk ruang antara substat dengan sisi aktif dari enzim. Substrat akan
berperan sebagai kunci dan masuk ke dalam situs aktif, yang berperan sebagai
gembok, sehingga terjadi kompleks enzim-substrat sehingga sisi aktif enzim akn
cenderung kaku. Pada ikatan kompleks tersebut terputus, produk dari hasil reaksi
akan dilepas dan enzim akan mengalami denaturasi (rusak) karena panas yang
akan menyebabkan sisi aktif dan akan berubah sehingga substrat tidak sesuai lagi.
b.  Teori kecocokan induksi (Daniel Koshland)

Reaksi enzim dan substrat berlangsung karena adanya induksi substrat
terhadap situs aktif enzim. Ketika substrat memasuki sisi aktif enzim, bentuk sisi
aktif akan termodifikasi dan membentuk kompleks. Enzim akan sedemikian rupa
membentuk produk yang dihasilkan, maka enzim akan dilepaskan dalam bentuk
bebas dan akan melakukan reaksi kembali dengan substrat yang baru. Sehingga
keduanya merupakan struktur yang komplemen atau saling melengkapi. Sehingga
situs aktif tida bersifat kaku, tapi lebih fleksibel.

34 Enzim Papain

Enzim papain merupakan enzim proteolitik yang terkandung dalam getah
pepaya (Carica papaya). Hampir dari semua bagian tanaman pepaya mengandung
enzim papain, namun kandungan tertinggi terdapat ada buah yang masih muda
umur 75-100 hari dan Indonesia termasuk penghasil pepaya yang melimpah. Enzim
papain banyak terkandung dalam getah pepaya, daun, batang maupun pada buah
(Irawati et al., 2015). Enzim papain merupakan salah satu enzim yang banyak
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dimanfaatkan dalam suatu industri. Beberapa dalam industri memanfaatkan enzim
papain antara lain: industri farmasi, industri kosmetik, tekstil dan penyamakan kulit.
Keuntungan yang didapat dari pemanfaatan enzim papain merupakan enzim yang
tahan terhadap suhu, dan dengan konsentrasi yang rendah dapat berfungsi baik
(Risnawati, 2013).

Pepaya adalah tumbuhan penghasil enzim papain yang yang merupakan
golongan enzim protease sulfihidril serta termasuk dalam golongan tioll protease
eukariotik yang mempunyai sisi aktif sistein. Pepaya adalah tumbuhan penghasil
enzim papain yang yang merupakan golongan enzim protease. Penggunaan enzim
papain dapat dipakai ada proses hidrolisis protein sebagai pengganti pada proses
kimiawi. Enzim protease dengan kelebihannya dapat diproduksi skala besar dengan
waktu yang relatif pendek serta produksi secara kesinambungan. Enzim protease
yang mampu mengkatalisa reaksi pemecahan rantai polipeptida pada protein
dengan menghidrolisa ikatan peptidanya menjadi senyawa-senyawa yang lebih
sederhana seperti peptida dan asam amino (Simanjorang et al.,, 2012). Juga
dijelaskan oleh (Yuniati et al., 2015) bahwa enzim protease merupakan enzim
proteolitik yang dapat mengkatalis pemutusan ikatan peptida protein dan
dibutuhkan secara fisiologi untuk kehidupan mikroorganisme. Enzim proteolitik ini
akan merombak senyawa protein menjadi asam amino. Sejumlah nitrogen sangat
dibutuhkan dalam proses pertumbuhan, karena nitrogen ini terkandung dalam
protein.

Protease atau enzim proteolitik termasuk enzim yang mampu menguraikan
atau memecah molekul protein. Enzim papain biasa diperdagangkan dalam bentuk
serbuk berwarna putih kekuningan dan penyimpanan pada temperatur 4°C dengan
suhu optimum berkisar antara 50°C - 65°C dan pH optimum diantara 5-7. Kelebihan
enzim papain lebih tahan terhadap proses suhu dan kisaran pH yang luas serta
lebih murni daripada enzim bromelin. Enzim papain lebih aktif bekerja pada protein
nabati dan relatif tahan terhadap suhu (lrawati et al .,2015). (Nay & Agustini, 2013)
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juga menjelaskan bahwa aktivitas proteolitik pada enzim papain dipengaruhi oleh
pH, suhu, kekuatan ionik, konsentrasi enzim, konsentrasi pada substrat serta
adanya reduktor atau oksidator dan buffer.
3.4.1 Sifat Enzim Papain

Papain memiliki stabilitas terhadap panas pada pH netral dan beberapa
pelarut organik (Utomo et al., 2014). Dalam fase pemanasan dengan spray
membentuk kristal seperti butiran kasar dan berwarna putih pada suhu + 65°C
tanpa kehilangan aktivitas enzim. Memiliki karakteristik tidak larut dalam air dan
mudah dipisahkan. Kemampuan aktivitas terbaik pada pH 5-7 dengan suhu 50°C-
60°C. Serta kehilangan aktivitasnya pada suhu 75°C - 85°C. Hal ini setara dengan
(Zusfahair et al.,, 2014), bahwa aktivitas enzim akan mengalami peningkatan

sebanding dengan kenaikan pada suhu untuk mencapai optimalnya.

3.4.2 Aplikasi Enzim Papain

Pada industri hanya penggunaan 59% enzim yang digunakan salah satunya
proteasa dari enzim papain (Nay & Agustini, 2013). Aplikasi enzim tidak hanya
untuk mengempukkan daging namun, pemanfaatannya dapat berupa pepton
berbahan dasar ikan. Enzim papain dalam banyak diaplikasikan dalam bidang
industri farmasi, kosmetik, tekstil, penyamakan kulit (Risnawati, 2013). Ikan sebagai
sumber daya laut menempati peran penting dalam studi kontaminan air dan
pemantauan kualitas air. Produksi ikan masih sebagai salah satu penghasil limbah
utamanya bagian tubuh (Nurhayati & Suhandana, 2013). Tentunya produk hasil
sampingan ini sedikit untuk memanfaatkannya namun, disisi lain ikan hasil
tangkapan sampingan (HTS) mempunyai kandungan protein dan biasanya di olah
menjadi pakan ternak dan tepung ikan. Hal ini berbeda dengan (Nurhayati et al.,
2015) yang didukung (Saputra et al., 2020) bahwa ikan hasil sampingan dapat

dimanfaatkan menjadi produk hidrolisat protein berupa pepton ikan. Potensi ikan
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sangat luar biasa untuk dapat dimanfaatkan menjadi produk dengan nilai lebih

melalui hidrolisat protein yang saat ini belum banyak terekspos secara luas.

3.4.3 Mekanisme Kerja Enzim Papain

Mekanisme dalam enzim papain melibatkan triad katalik yang terbentuk
pada Cys 25, His159, dan Asn 175. Gugus dari Asn 175 akan melakukan penarikan
pada proton dari inti imidazol His 159 sehingga akan meningkatkan nilai kebasaan.
Inti imidazol His 159 akan menarik H® Dari —SH pada Cys 25 sehingga
mengakibatkan kenuklofilikan gugus SH bertambah. Sementara pada nitrogen
amida dari Cys 25 akan membentuk ikatan hidrogen dengan atom O gugus karbonil
pada substrat. Ikatan yang kedua akan terbentuk antara ada gugus -NH, dari GIn
19 dengan O gugus karbonil pada substrat. Keadaan ini akan mempengaruhi
kemudahan ion sulfida (S%) terhadap suatu gugus C=O dari substrat yang diikuti
oleh pecahnya ikatan peptida dari substrat membentuk suatu amina.

Papain memiliki berat molekul 23.350 g/mol dan enzim ini terdiri dari 212
asam dengan Thio-SH pada cys-25 sebagai golongan katalik. Aktivitas enzim
papain ditandai dengan memecahnya substrat menjadi asam amino His dan Sis
pada sisi aktif enzim. Selama proses hidrolisis pada protein, maka gugus-amida
akan terhidrolisis oleh papain yang dilakukan secara bertahap. Asam amino Sis25
bersifat sanga reaktif berikatan dengan substrat sisi aktif papain sehingga akan
dihasilkan ikatan kovalen substrat pada enzim dan terbentuk ikatan tetrahedral.
Sedangkan pada asam amino His 159 akan terpotronasi sehingga akan berikatan

dengan nidrogen pada substrat (Sumarlin et al., 2012).

H His159
/N
Substrat ( — Asn 175
o. S-H--N /(

19 GIn Ny H\ /Cyr325 \/NH“‘O/ NH;
S

0

Gambar 1. Mekanisme Kerja Enzim Papain
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35 Pepton Ikan Dengan Hidrolisis Enzim Papain

Ikan lele (Clarias gariepinus) merupakan komoditi populer di masyarakat.
Pertumbuhannya yang cepat dan kemampuan beradaptasi terhadap lingkungan
tinggi serta kandungan gizi cukup tinggi dengan kandungan terbesar pada protein
sebesar 17,17%. Pada penelitian yang sudah saya lakukan bahwasanya kepala
ikan lele terdapat protein, lemak, garam kalsium, dan fosfat dan selama ini belum
termanfaatkan secara maksimal serta pemanfaatan hanya sebatas pada dagingnya
saja. Menurut (Setijawati et al., 2020) pepton sebagai produk hidrolisis dari bahan
baku sampingan dan budidaya dapat dihasilkan dengan hidrolisis secara enzimatis.
Pemanfaatan yang kurang optimal pada hasil tangkapan sampingan umumnya
diolah dan digunakan untuk pakan ternak atau dibuat pakan ikan. Penelitian
mengenai HPI tentunya telah banyak dilakukan sebelumnya dengan menggunakan
berbagai jenis ikan dan enzim protease. Hidrolisat protein ikan (HPI) dengan
pemanfaatan ikan lele dengan enzim protease dilakukan (Nurhayati & Sanapi,
2014).
3.5.1 Mekanisme Hidrolisis Protein

Protein merupakan polimer dari beberapa monomer amino yang
dihubungkan satu sama sama lain dengan ikatan peptida (Rosmawati, 2013).Pada
hidrolisis merupakan pemutusan ikatan melalui hidrolisis secara enzimatik atau
kimiawi menjadi peptida sederhana. Hidrolisis pada ikatan peptida menyebabkan
perubahan pada protein menjadi lebih kecil sehingga dapat merubah karakteristik
dan meningkatkan kualitas protein. Proses hidrolisis yang terjadi akan
menyebabkan protein terpecah secara bertahap menjadi peptida lebih sederhana
dan asam amino. Pada pembentukan ikatan peptida maka asam amino akan
membentuk ikatan dengan molekul asam amino lainnya. Terbentuknya peptida

karena ikatan antara amida pada gugus amino dengan gugus hidroksil.

24



Amino acid (1) H Amino acid (2) H

REPOSITORY.UB.AC.ID

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Dipeptide

Gambar 2. Pembentukan Ikatan Peptida

3.5.2 Penentuan Konsentrasi Enzim Papain
Konsentrasi enzim dari setiap jenis ikan berbeda-beda. Pada (Nurhayati &

Sanapi, 2014) konsentrasi enzim papain memberikan pengaruh pada NTT/NTB
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(p<0,05) sehingga penggunaan enzim 5% merupakan konsentrasi optimum dari
hidrolisis protein ikan lele. Hasil ini sesuai dengan (Salamah et al., 2012)
konsentrasi enzim papain 5% merupaan konsentrasi yang optimum. Hasil yang
saya dapatkan menunjukkan bahwa pada 0,34% yang telah dimodifikasi dari

(Nurhayati et al.,, 2013) bahan baku limbah merupakan hasil konsentrasi terbaik
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hidrolisis protein pada kepala ikan lele. (Haslaniza et al., 2010), menjelaskan bahwa
konsentrasi yang semakin meningkat dalam suatu proses hidrolisis menyebabkan
peningkatan kadar nitrogen terlarut

Penentuan terbaik enzim dengan menguji pada nilai nitrogen total terlarut
(NTT) pada hidrolisat protein dibandingkan dengan nitrogen total bahan

(NTB)(Nurhayati et al., 2013) pada jeroan ikan tongkol dan diterapkan lagi

REPOSITORY.UB.AC.ID

(Nurhayati & Sanapi, 2014) dengan ikan selar sebagai bahan bakunya serta
(Nurhayati et al., 2015) pada hasil tangkapan sampingan. Penentuan konsentrasi
enzim disesuikan dengan jenis ikan yang digunakan serta perhitungan dengan hasil
berbeda untuk mendapatkan konsentrasi yang optimal. Seperti halnya pada

(Nurhayati et al., 2013) dan tahun-tahun berikutnya selalu melalukan penelitian
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dengan jenis ikan yang berbeda dan konsentrasi enzim yang hampir serupa. Rasio
terbaik yang didapat dari hidrolisis jeroan ikan tongkol dengan konsentrasi 0,26%.
Hal ini setara dengan konsentrasi enzim ikan selar. Serta hasil yang berbeda pada
hasil tangkapan sampingan sebesar 0,3%. dalam penjelasan (Haslaniza et al.,
2010) bahwa penggunaan konsentrasi enzim yang semakin tinggi akan
menigkatkan nitrogen terlarut dalam proses hidrolisat protein yang mengakibatkan
pemutusan ikatan peptida. Dalam suatu kondisi hidrolisis pada umumnya
dipengaruhi konsentrasi substrat dan enzim, suhu, pH serta waktu (Nemati et al.,
2012). Pernyataan yang sama pada ( Saputra et al.,, 2020) pengaruh hidrolisis
utamanya pada proses enzimatis ditentukan pada pH, waktu, konsentrasi enzim,

dan suhu.

3.5.3 Penentuan Waktu Hidrolisis

Pengaruh yang terjadi pada kondisi hidrolisis dipengaruhi oleh beberapa
faktor seperti konsentrasi enzim, suhu, pH, dan waktu (Nemati et al., 2012)
Penentuan waktu hidrolisis merupakan salah satu penentu dari kualitas pepton.
(Utomo et al.,, 2014) bahwa waktu hidrolisis adalah faktor yang paling
mempengaruhi untuk kualitas hidrolisat yang dihasilkan. Waktu hidrolisis optimum
pada ikan lele optimal pada waktu 5 jam (Nurhayati & Sanapi, 2014). Waktu yang
sama pada (Nurhayati et al, 2015) dengan bahan baku hasil tangkapan sampingan.
Perbedaan hasil pada (Salamah et al.,, 2012) bahwa waktu hidrolisis akan
meningkat secara cepat pada waktu 5 jam dan menyatakan bahwa hidrolisis terbaik
pada waktu 6 jam. Sedangkan (Barokah et al., 2017) menyatakan bahwa waktu
hidrolisis dilakukan pada hasil tangkapan sampingan (HTS) multispesies busuk
dilakukan pada waktu 3 jam, 5 jam , dan 7 jam yang ditentukan dengan

perbandingan total nitrogen terlarut dan total nitrogen bahan.
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3.5.4 Penentuan Derajat Hidrolisis

Konsentrasi enzim dan substrat dan waktu hidrolisis yang berbeda
memberikan pengaruh pada derajat hidrolisis(Haslaniza et al., 2010). Hal ini telah
dibuktikan pada (Salamah et al., 2012) dan (Nurhayati & Sanapi, 2014) didapatkan
perlakuan derajat hidrolisis dengan bahan baku yang sama yaitu ikan lele
didapatkan hasil yang berbeda diantaranya 35,37% dan 47,24%. Peningkatan yang
terjadi pada nilai derajat hidrolisis disebabkan peningkatan dari asam amino terlarut
dan dalam TCA yang diakibatkan oleh pemutusan ikatan peptida selama proses
hidrolisis yang terjadi. Menurut (Annisa et al., 2017) peningkatan derajat hidrolisis
yang terjadi akan mempengaruhi pada tingkatan suhu dan menurunkan pada

viskositas serta aktivitas enzim akan mempengaruhi proses reaksi hidrolisis.

3.5.5 Faktor Yang Menentukan Pada Hidrolisis Pepton Ikan Secara Enzimatis

Proses hidrolisis merupkan terjadinya pemecahan pada senyawa kompleks
menjadi senyawa yang lebih sederhana dengan bantuan air dalam prosesnya.
Proses hidrolisis dalam perlakuannya dapat dipengaruhi beberapa faktor. Pengaruh
yang terjadi pada kondisi hidrolisis dipengaruhi oleh beberapa faktor dalam
prosesnya untuk menghasilkan hidrolisat terbaik seperti konsentrasi enzim, suhu,
pH, dan waktu (Nemati et al., 2012). Faktor penentu pada waktu hidrolisis adalah
faktor yang paling mempengaruhi untuk kualitas hidrolisat yang dihasilkan (Utomo
et al., 2014). (Safari et al., 2011) juga menjelaskan pepton sebagai sumber nitrogen
yang sangat penting sebagai media pertumbuhan mikroba. Keberadaan dari asam
amino memberikan peluang yang sangat baik sebagai salah satu bahan untuk
media pertumbuhan bakteri. Pada prosesnya bakteri memerlukan asam amino
sebagai sumber dari nitrogen untuk pertumbuhannya.(Nurhayati et al., 2013).
Berikut merupakan AN/TN, a-Amino yang dihasilkan beserta waktu yang digunakan

pada proses hidrolisis secara enzimatis. Pada Tabel 1.
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Tabel 1. AN/TN, a-Amino dan bakteri yang digunakan pada beberapa jurnal dengan

enzim papain

Bahan Baku AN/TN  a- Amino Waktu Bakteri Referensi
Hidrolisis  Pertumbuhan
terbaik
Ikan selar 9,02% 1,07 6 jam Salmonella sp. (Saputra &
dan Nurhayati,
Pseudomonas 2014)
aeruginosa
HTS 15,41% 1,76 5 jam Escherichia coli  (Nurhayati, et
HTS dan al, 2015)
Staphylococcus
aureus
Ikan Kerong 0,54% 0,29 4 jam Escherichia coli  (Srikandace
dan et al, 2016)
Staphylococcus
aureus
Ikan Boso 5,47% 0,5% 7 jam Escherichia coli (Priatni,
dan 2016)
Staphylococcus
aureus
HTS 15,4% 1,76 5 jam Escherichia coli  (Barokah et
multispesies dan al., 2017)
Staphylococcus
aureus
Ikan Beku 8 jam Escherichia coli  (Kosasih et
dan al., 2018)
Staphylococcus
aureus
Yellowstripe Post Post rigor 6 jam Bacillus sp,S. (Saputra et
scad fish rigor 1.07% aureus dan al., 2020)
9.02%  akhir post Escherichia coli
akhir rigor
fase 1.03%
8.31%

Enzim papain adalah enzim proteolitik yang penting dalam proses hidrolisis

pepton. Pepton ikan lebih banyak menggunakan hasil sampingan yang tidak

termanfaatkan akan tetapi, memiliki kandungan protein yang berperan penting

dalam pembuatan pepton. Semakin tinggi kadar protein pada bahan baku, maka
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semakin besar pula nitrogen yang dihasilkan (Laoli, 2015). Salah satu ikan hasil
tangkapan sampingan yang umumnya digunakan untuk umpan memancing.
(Saputra & Nurhayati, 2014) bahwa produk dari hasil sampingan memiliki
kandungan protein yang baik untuk pertumbuhan bakteri begitu juga dengan
(Priatni, 2016) Pembuatan pepton ikan boso pernah dilakukan bahwasanya ikan
boso menjadi bahan yang lebih murah dan ramah lingkungan sebagai formulasi
media pembuatan pepton. Sejalan dengan (Srikandace et al, 2016) kandungan dari
ikan kerong terdapat protein tinggi, asam amino dan peptida bioaktif yang dapat
dimanfaatkan menjadi produk hidrolisat protein ikan (HPI).

Di dalam produksi protein hidrolisat pada proses pembuatan pepton ikan.
Beberapa faktor dapat mempengaruhi dalam kecepatan dan spesifikasi produk
hidrolisis yaitu suhu, waktu hidrolisis dan konsentrasi enzim. Waktu hidrolisis adalah
faktor yang paling mempengaruhi untuk kualitas hidrolisat yang dihasilkan (Utomo
et al., 2014). Hasil berbagai penelitian bahwa waktu hidrolisis optimum sebesar 6
jam. Proses enzimatis mempengaruhi waktu yang dibutuhkan dalam hidrolisis.
Proses hirolisis akan meningkat selama 2 jam pertama, setelah itu menjadi semakin
lambat. Dalam suatu proses hidrolisis penentuan waktu sangat penting dimana
semakin lama waktu hidrolisis maka semakin bertambah kecepatan reaksinya
(Nurhayati et al., 2013). (Khalil, 2012), juga menyatakan semakin lama waktu
hidrolisis pada jeroan ikan Tilapia nilotica memberikan peningkatan pada
kandungan protein terlarut. suatu proses hidrolisis memerlukan air sebagai
pemecah protein menjadi asam-asam amino. Waktu hidrolisis terbaik pada pepton
jeroan ikan tongkol 3 jam (Nurhayati & Suhandana, 2013). Hal ini menjadikan
penentu dan dapat terjadi karena pemecahan ikatan peptida yang dilakukan oleh
enzim. Kandungan protein pada berbagai suhu dan waktu inkubasi optimal
didapatkan pada inkubasi 65°C pada waktu inkubasi 4 jam dengan total protein 3,6
mg / mL dan N-amino 0,07%. Aktivitas enzim papain dapat dipengaruhi konsentrasi
dan kemurnian, suhu dan waktu hidrolisis (Srikandace, et al, 2016) setara dengan
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(Priatni, 2016),bahwa kandungan protein dalam ikan boso sebesar 67,32%z+1,86.
Penentuan optimasi pepton ikan dilakukan pada suhu 50-65°C dengan waktu
hidrolisis 5-8 jam.Kandungan protein didapatkan tertinggi pada suhu 50°C setelah
waktu hidrolisis enzimatis selama 7 jam dan menurun pada hidrolisis 5 jam dan
peningkatan kembali pada hidrolisis 6 jam. Peningkatan reaksi ini dapat dilakukan
pada suhu tertentu, ketika suhu tinggi enzim akan terdenaturasi dan struktur tersier
enzim akan terganggu dan aktivitas katalik enzim akan berkurang. (Harahap, 2012)
juga menjelaskan bahwa enzim adalah protein yang dapat mengalami kerusakan
protein pada suhu tinggi yang dikenal dengan denaturasi. Akibat dari denaturasi
protein tentunya akan mengurangi aktivitas enzim.

Bakteri memerlukan nitrogen untuk memacu pertumbuhan. Pertumbuhan
mikroba pada pepton ikan memiliki pertumbuhan yang relatif labih baik dengan
pepton komersial. Nitrogen dalam pepton menjadi sumber utama untuk
pertumbuhan mikroba. Pemakaian nitrogen oleh bakteri berbeda-beda dikarenakan
perbedaan dalam kemampuan bertahan hidup masing-masing bakteri. Dapat
dikatakan dalam (Setijawati et al., 2020) kandungan protein yang tinggi pad sampel
pepton akan memberikan kandungan nitogen yang tinggi pada pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dipantau selama 24 jam kepadatan sel
menunjukkan kinerja yang lebih baik pada bakteri Escherichia coli dibandingkan
dengan pepton komersial. Bakteri Escherichia coli mampu memanfaatkan dan
mengkonsumsi asam amino dengan baik dalam jumlah maksimal mencukupi untuk
pertumbuhan bakteri Seketika glukosa tidak mencukupi, bakteri menggunakan
asam amino dari pepton untuk pertumbuhannya. Fase log dari ikan terjadi selama
12 jam sedangkan pepton komersil terjadi pada 16 jam (Priatni, 2016).
Pertumbuhan Staphylococcus aureus menunjukkan hasil dengan fase yang sama
dengan Escherichia coli hasil setara dengan (Saputra et al., 2020), fase lag
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli lebih pendek pada waktu 10 jam. Serta
dijelaskan pada (Nurhayati & Suhandana, 2013) pada bakteri Staphylococcus
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aureus dalam awall pertumbuhannya lebih memanfaatkan glukosa sederhana.
Serta (Kosasih et al.,, 2018) menjelaskan bahwa pertumbuhan Staphylococcus
aureus pepton lebih tinggi daripada pepton komersial dan fase lag terjadi pada jam
ke-4. (Saputra et al.,, 2020) Bakteri Baccilus sp. stabil pada waktu 2 jam dan
pertumbuhan eksponensial terjadi pada 4-16 jam menandakan bahwa pertumbuhan
bakteri dengan pepton ikan Ilebih tinggi daripada pepton komersil. Hasil
pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus menunjukkan
tingkat pertumbuhan yang serupa. (Saputra & Nurhayati, 2014) juga melaporkan
penggunaan pepton ikan selar memilki pertumbuhan yang baik utamanya pada
Salmonella sp. dan Pseudomonas aeruginosa.

Fase lag sebagai transisi ke fase eksponensial setelah populasi awal
meningkat dua kali lipat dan disebabkan oleh adaptasi fisiologis sel terhadap
kondisi kultur (Kosasih et al., 2018). Sementara itu, selama fase lag atau
pertubuhan eksponensial, laju peningkatan sel dalam kultur sebanding dengan
jumlah sel yang ada pada waktu tertentu serta fase kematian ditandai dengan

hilangnya sel-sel yang dapat dikultur dalam suatu fase yang terjadi.
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Tabel 2. P

Raw Histidin
Material
Ikan lele 1,68%
Dumbo
Ikan selar 4,70
HTS 1,18
Multispesies
HTS 1,18
Multispesies
Busuk
Yellowstripe 4.7
Scadfish
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Asam Amino

n luesin  metionin  fenilalanin  Threonin  Valin

Arginin

Alanin

Asam
aspartat

Asam
glutamat

Sistein

Tirosin

Glycine  prolin

serine

Triptofan

Referensi

B%  3,55% 0,98% 2,02% 2,22% 2,57%

(6 4,76 4,01 2,76 1,25 3,82

D6 6,06 2,93 3,56 1,82 4,06

D6 2,93 3,56 1,82 4,06

2,17 1,25 3,82

2,77

1,45

1,08

1,08

1,42

2,93

5,57

5,57

0,74

5,98

5,03

5,03

6,5

7,77

13,08

13,08

10,18 1,6

2,56

0,90

0,9

1,45

4,85

521

5,21

1,04 1,8

2,61

1,75

1,75

2,88

(Salamah
etal,
2012)

(Saputra &
Nurhayati,
2014)

(Nurhayati,
et al,
2015)

(Barokah
etal,
2017)

(Saputra
etal.,
2020)

)
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Pada Tabel 2 diatas dapat diketahui setiap bahan baku yang digunakan
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memiliki asam amino yang berbeda-beda atau bervariasi. Ikan air tawar berupa ikan
lele dumbo mempunyai asam amino yang tertinggi pada asam glutamat dan
terendah pada asam amino metionin. Sedangkan pada ikan selar tidak terdapat
asam amino asam glutamat dalam penelitiannya yang telah dilakukan sehingga

kandungan tertinggi pada leusin dan asam amino terendah pada asam amino
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threonin. Pada HTS multispesies didapatkan hasil tertinggi pada asam amino asam
glutamat sebesar 13,08% sedangkan terendah pada asam amino tirosin sebesar
0,90% hasil yang sama juga didapatkan pada HTS multispesies busuk. Pada ikan
Yellowstripe scadfish tetap terbesar pada asam glutamat sebesar 10,18% dan

terendah pada asam amino alanin sebesar 0,74%. Hal ini (Klompong et al., 2012)
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menjelaskan bahwa komposisi asam amino dalam ikan bervariasi bergantung pada
bahan baku, sumber enzim dan kondisi hidrolisis. Serta dalam proses hidrolisis
akan berjalan baik atau sempurna apabila manghasilkan campuran 18-20 macam
asam amino essensial dan non-essensial. Sedangkan pada pepton ikan selar

memiliki 9 macam asam amino essensial seperti dalam penelitian (Saputra &
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amino (Nurhayati & Suhandana, 2013). Hasil sama dengan (Barokah et al., 2017)
pepton ikan hasil tangkapan sampingan busuk (HTS) mengandung 17 jenis asam
amino. Serta mirip dengan hasil dari (Seniman et al., 2014) bahwa ikan lele hasil
dari hidrolisat memiliki asam amino essensial maupun non-essensial. Pada Tabel 2

Dapat dilihat bahwa asam glutamat menjadi asam amino dengan nilai tertinggi.
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Kandungan dari asam amino asam glutamat ini sangat diperlukan bakteri dalam
pertumbuhan dan perkembangan. Kandungan asam amino pada fase ini
memberikan peran penting dalam pertumbuhan bakteri sebagai sumber nitrogen.
(Safari et al., 2011) juga menjelaskan dan telah menunjukkan bahwa asam amino
yang menguntungkan dan kandungan protein yang tinggi merupakan sumber yang

potensial untuk dikembangkan lebih luas. Hal ini didukung (Shirahigue et al., 2018)
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bahwa asam amino terkandung pada pepton mampu berperan dalam meningkatkan
kinerja pertumbuhan mikroorganisme. Serta tidak hanya itu (Setijawati et al., 2020)
menambahkan dalam komposisi asam amino sampel pepton yang diisolasi
berbahan dasar kepala ikan lele menunjukkan bahwa pepton ini penting dalam

pertumbuhan mikroorganisme.

3.5.6 Metode Pembuatan Pepton Dengan Enzim Papain
Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah beaker glass 250 mL, spatula,
sendok bahan, baskom, timbangan digital, gelas ukur, termometer, waterbath,
sentrifuge, pipet tetes, beaker glass 50 mL, pH meter, hampan, corong, tabung
Appendorf, botol kaca, spray dryer, kulkas, tabung reaksi, rak tabung, pipet ukur
1mL, bola hisap, bunsen, sprayer, pipet volume, autoklaf, erlenmeyer 500 mL,
waterbath, chamber, cover glass, korek api, beaker glass 1 L, mikroskop,
spektrofotometer.
Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu limbah kepala ikan lele,
aquades, HCI, NaOH, Enzim Papain, Lactose Broth, alkohol 70%, spirtus, kultur
bakteri E. Coli, Natrium Fisiologis 0,9%, plastik HDPE, karet gelang, alumunium foil,
plastic wrap, tissue, kapas, kertas label, kain blancu.
Proses pembuatan

Proses pembuatan diawali dengan tahap preparasi sampel. Pengambilan
sampel ikan lele (Clarias sp.) yang dibeli dari salah satu UKM di daerah Dau,
Kabupaten Malang, Jawa Timur. Jarak dari Dau sampai ke kota Malang adalah 6
km yang dapat ditempuh sekitar 30 menit. Untuk menjaga kesegaran ikan, maka
dalam perjalanan hingga ke Malang, ikan dimasukkan ke dalam coolbox dan diberi
es.

Kepala Ikan lele (Clarias sp.) dicacah dan digiling dengan menggunakan

mesin penggiling daging di Pasar Landungsari, Dau, Kota Malang. Sampel halus ini
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dimasukan kedalam beberapa pastik besar dan kecil agar memudahkan proses
thawing, diberi label dan dimasukkan kedalam freezer Laboratorium lImu Teknologi
Hasil Perikanan, Divisi Perekayasaan Sumberdaya Perikanan, Fakultas Perikanan
dan limu Kelautan, Universitas Brawijaya. Pembuatan pepton ikan lele (Clarias sp.)
yang digunakan untuk mencari konsentrasi enzim terbaik dan waktu terbaik yang
digunakan dalam proses pembuatan pepton. Enzim papain yang memiliki aktivitas
proteolitik 125.2 TU/mg.
Pembuatan Hidrolisat

Proses hidrolisis dengan mencampurkan bahan baku kepala ikan lele yang
telah dicincang ditimbang dengan menggunakan timbangan digital sebanyak 100
gram dan akuades dengan perbandingan 1:2 (b/v) dalam erlenmeyer 250 mL
dimana aquades yang ditambahkan sebanyak 50 ml. Suhu hidrolisis digunakan
sebesar 85°C selama selama 20 menit untuk menginaktifasi enzim endogen.
Perlakuan pengukuran pH menggunakan pH meter, jika pH belum mencapai pH 6
maka dilakukan penambahan pH dengan 4N NaOH jika terlalu asam dan 4N HCI
jika terlalu basa. Enzim papain dengan konsentrasi tertentu ditambahkan ke dalam
sampel. Selanjutnya beaker glass ditutup dengan alumunium foil dan masuk ke
tahap inkubasi selama 3 jam menggunakan waterbath dengan suhu 60°C. Sampel
yang telah diinkubasi disentrifuge pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit.
Sentrifuge bertujuan untuk memisahkan cairan dan padatan. Kemudian cairan yang
didapatkan diukur menggunakan gelas ukur dan ditimbang menggunakan
timbangan digital. Selanjutnya sampel cair dikeringkan menggunakan oven. Pada
suhu 50°C. Penggunaan oven dimaksudkan untuk mempermudah dalam
pemeriksaan didalam proses pengeringan serta penggunaan ini sebagai proses jika
nantinya hasil pepton berdampak baik pada hasil. Sehingga hasil yang didapat
mampu menjadikan acuan untuk penerapan suhu optimum. Diagram alir

pembuatan pepton kepala ikan lele dapat dilihat pda Gambar 2.
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Gambar 3. Diagram Proses Pembuatan Pepton Secara Enzimatis
Produksi pepton ikan secara hidrolisis enzimatis menggunakan enzim
proteolitik. Enzim ini dapat mempercepat waktu hidrolisis dalam kondisi yang
terkontrol. Pepton dapat dihasilkan dengan cara hidrolisis melalui proses asam,

basa, enzim yang berasal bahan baku, atau menambahkan enzim dari luar (Dede
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Saputra & Nurhayati, 2014). lkan dengan hasil dari hasil sampingan dilakukan
penimbangan dan penambahan aquades 1:2 ikan dengan aquades dan diaduk.
Selanjutnya pengukuran pH 7 dan suhu 60°C sebagai suhu optimal. Proses
hidrolisis dengan penambahan enzim pada 6 perlakuan dengan kontrol yaitu 0,02%,
0,08%, 0,41%, 0,20%. 0,26% dan 0,32% yang telah ditentukan pada proses

konsentrasi enzim terpilih (Dede Saputra & Nurhayati, 2014). Pada dasarnya
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perlakuan konsentrasi bergantung pada ikan yang digunakan yang diujikan untuk
mendapatkan hasil yang optimal. Proses inaktivasi dengan menaikkan suhu
menjadi 85°C selama 15 menit. Hampir setara (Halim et al., 2016) dengan
Hidrolisis secara enzimatis dimulai dengan homogenisasi dan pemanasan pada

suhu 85°C - 90°C selama 20 menit untuk menonaktifkan enzim endogen sehingga
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efek dari enzim ada hidrolisat dapat diselidiki. Selanjutnya proses sentrifugasi pada
5.000 rpm selama 20 menit untuk mendapatkan substrat berupa padatan dan
cairan. Hasil dari padatan selanjutnya dilanjutkan dengan pengeringan. Selanjutnya
proses pengeringan dilakukan dengan freeze drying atau spray drying dimaksudkan
untuk melindungi nutrisi yang terkandung dalam pepton dengan sistem panas yang
terkontrol. Hasil yang didapatkan berupa hidrolisat protein ikan bubuk.

Produksi pepton ikan secara hidrolisis enzimatis menggunakan enzim
proteolitik. Enzim ini dapat mempercepat waktu hidrolisis dalam kondisi yang
terkontrol. Pepton dapat dihasilkan dengan cara hidrolisis melalui proses asam,
basa, enzim yang berasal bahan baku, atau menambahkan enzim dari luar (Dede
Saputra & Nurhayati, 2014). lkan dengan hasil dari hasil sampingan dilakukan
penimbangan dan penambahan aquades 1:2 ikan dengan aquades dan diaduk.
Selanjutnya pengukuran pH 7 dan suhu 60°C sebagai suhu optimal. Proses
hidrolisis dengan penambahan enzim pada 6 perlakuan dengan kontrol yaitu 0,02%,
0,08%, 0,41%, 0,20%. 0,26% dan 0,32% yang telah ditentukan pada proses
konsentrasi enzim terpilih (Dede Saputra & Nurhayati, 2014). Pada dasarnya
perlakuan konsentrasi bergantung pada ikan yang digunakan yang diujikan untuk
mendapatkan hasil yang optimal. Proses inaktivasi dengan menaikkan suhu
menjadi 85°C selama 15 menit. Hampir setara (Halim et al., 2016) dengan
Hidrolisis secara enzimatis dimulai dengan homogenisasi dan pemanasan pada
suhu 85°C - 90°C selama 20 menit untuk menonaktifkan enzim endogen sehingga
efek dari enzim ada hidrolisat dapat diselidiki. Selanjutnya proses sentrifugasi pada
5.000 rpm selama 20 menit untuk mendapatkan substrat berupa padatan dan
cairan. Hasil dari padatan selanjutnya dilanjutkan dengan pengeringan. Selanjutnya
peroses pengeringan dengan freeze drying atau spray drying sehingga didapatkan
hidrolisat protein ikan berupa pepton bubuk. Prinsip pembuatan pepton dapat dilihat

pada Gambar 3.
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Gambar 4. Prinsip pembuatan Hidrolisat Protein Pepton ikan

Pada prosesnya pepton ikan dengan proses enzimatis utamanya pada
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enzim papain dilalui dengan tiga tahapan yaitu tahap hidrolisis, tahap inaktivasi

N

enzim dan tahap akhir pengeringan bubuk.

Tahap Hidrolisis
Tahap hidrolisis protein ikan kepala lele dilakukan pada suhu 60°C selama 3

jam . pada perlakuan dengan enzim papain yang telah dilakukan menggunakan
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suhu 60°C dengan lama inkubasi 1-5 jam. Perlakuan terhadap suhu pada waktu
yang ditentukan. (Nurhayati & Suhandana, 2013) pada perlakuan dengan enzim
papain yang telah dilakukan menggunakan suhu 60°C dengan lama inkubasi 1-5
jam. Pada suhu yang diberikan sama dengan (Barokah et al., 2017) namun, waktu
yang diberikan bekisar antara 3, 5 dan 7 jam. Hal ini juga dilakukan (Srikandace et

al., 2016) bahwa hidrolisis dilakukan pada suhu di antara 50-65°C selama proses 4-
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8 jam dan didukung oleh (Priatni, 2016). Berbeda hal dengan (Kosasih et al., 2018)
bahwa proses hidrolisis dilakukan lebih pasti pada 50°C selama 8 jam.(Abdulazeez
et al., 2013) menyatakan bahwa penggunaan enzim papain 1% untuk mencerna
protein ikan king pada suhu 37°C selama 6 jam.
Inaktivasi Enzim

Proses dilakukan inaktivasi enzim kepala ikan lele pada suhu 85°C selama
20 menit. Dilakukan. Inaktivasi enzim dilakukan untuk mendenatursi protein
sehingga terjadi perubahan konformasi protein enzim yang dapat menyebabkan
enzim menjadi tidak aktif (Budijanto et al., 2010) hal ini sebanding dengan Inkubasi
sampel pada suhu 85°C selama 15 menit yang dilakukan oleh (Nurhayati et al.,
2013) hingga pada tahun ke-3 yaitu (Nurhayati & Sanapi, 2014) dan (Nurhayati, et
al., 2015) serta yang terbaru pada (Saputra et al., 2020). Selanjutnya pengendapan
24 jam pada suhu 4°C untuk pemisahan lemak dengan fase cair. Hal yang sama
dilakukan pada (Srikandace et al., 2016) dan (Priatni, 2016). Namun perbedaan
pada (Kosasih et al., 2018) bahwasanya penghentian aktivasi bakteri dilakukan
pada waktu selama 10 menit sudah mencukupi. Perlakuan suhu 85°C
menggunakan oven dilakukan oleh (Barokah et al., 2017) sebagai proses inaktivasi
bakteri. Tahap inakivasi enzim suhu menentukan aktivitas dalam mengkatalisa
suatu reksi. Seluruh enzim memerlukan jumlah panas untuk dapat aktif.
Peningkatan suhu semakin meningkat pula aktivitas enzim. Setiap peningkatan
suhu 10°C diatas suhu diatas suhu minimum, aktivitas akan meningkat mencapai
kondisi optimum. Peningkatan yang terjadi akan meningkatkan metabolisme
organisme menjadi dua kali lipat, sedangkan penambahan suhu maksimal akan
mematikan mikroorganisme (Yulma et al., 2017).
Pengeringan

Terdapat perbandingan dari hasil pengeringan dengan berbagai metode.

Ditunjukkan pada tabel dibawah ini:

39



REPOSITORY.UB.AC.ID

' BRAWLJAYA

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<<
C
2
>
e

)

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

*/BRAWIJAYA

Tabel 3. Perbandingan Hasil Pengeringan Hidrolisat Protein

No Hidrolisat protein Metode Gambar Referensi
pengeringan
1. Kepala lkan Lele Oven Data Primer

2. Ikan Lele Dumbo Freeze drying (Nurhayati &
Sanapi, 2014)
3. Ikan Hasil tangkapan Spray dryer (Kosasih et

sampingan (HTS) al., 2018)

Pada perlakuan yang saya lakukan tidak menerapkan hasil dengan spray
dryer dan freeze drier. Penggunaan oven pada cairan hasil sentrifugasi dengan
suhu 50°C hingga mengering sehingga didapatkan hasil pada Tabel 3, bahwa
dalam (Muzaifa et al.,, 2011) menjelaskan pengeringan hasil hidrolisis tidak
menggunakan cairan hasil sentrifugasi melainkan hasil padatan yang digunakan.
Berbeda halnya dengan (Salamah et al., 2012) menggunakan supernatan hasil
sentrifugasi. Serta sifat dari pepton yang bersifat higroskopis ketika terkena udara
dan mudah berikatan dengan air. Tentunya dengan suhu tersebut dan perlakuan
oven kurang efektif untuk menghasilkan bubuk pepton. Pepton bersifat higroskopis
ketika terkena udara dan mudah berikatan dengan air. Hasil pada pepton dengan
oven diperlihatkan terjadinya pengikatan kadar air berlebih karena proses
pengeringan tidak maksimal. Hal ini mempermudah pepton mengalami kerusakan
mutu secara fisik dan kimiawi. Perlakuan suhu dan waktu pengeringan menjadi
penentu dalam kualitas pepton. Pada proses hidrolisis secara enzimatis dapat
dipengaruhi oleh beberapa kondisi seperti suhu, waktu, pH substrat dan

konsentrasin enzim (Priatni, 2016).
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Perlakuan terbaik untuk tetap menjaga nutrisi dan karakteristik pepton
menggunakan spray dryer dan freeze dryer seperti yang dilakukan oleh (Salamah et
al.,, 2012) serta (Nurhayati et al, 2015) dan Saputra et al.,, 2020). Perlakuan
pengeringan dengan Freeze drying mampu mencapai kadar air yang rendah
dengan tingkat kerusakan protein yang kecil pada suhu rendah (Salamah et al.,
2012). Perlakuan yang sama pada (Nurhayati et al, 2015) menggunakan freeze
dryer hingga kadar air turun di kisaran 5-7%. Sehingga warna dari bubuk pepton
yang dihasilkan dari hidrolisat protein ikan lele antara berwarna merah dan kuning.
Kadar air yang rendah terjadinya proses penguapan ketika mengalami kontak
dengan panas yang akan menurunkan kandungan air bahan suatu. Sedangkan
pada (Priatni, 2016) perlakuan yang berbeda dilakukan dengan vakum dan
penyimpanan pada 20°C.

Pengeringan dengan spray dryer pada (Kosasih et al., 2018) dilakukan pada
suhu inlet 90°C dan outlet 80°C. Perlakuan berbeda pada (Annisa et al., 2017)
untuk mendapatkan supernatan pada proses hidrolisat ikan lele dengan
penggunaan spray dryer dilakukan pada suhu inlet 160°C dan suhu outlet 80°C.
Namun, berbeda dengan (Saputra et al., 2020) penggunaan spray dryer suhu inlet
170°C dan outlet pada suhu 70°C pada ikan yellow scad fish. Menurut
(Mardaningsih et al, 2012) bahwa semakin tingginya suhu proses spray dryer
menghasilkan bubuk yang lebih kering dan rendemen yang didapatkan semakin
tinggi. Pengeringan dimaksudkan untuk menghilangkan sebagian air dari suatu
bahan dengan cara menguapkan dengan energi panas menyesuaikan karakteristik
dari bahan. Pengeringan banyak dilakukan dengan alat spray dryer untuk
melindungi dan tetap manjaga kandungan dari pepton yang dihasilkan serta untuk

mendapatkan bentuk bubuk.
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3.5.7 Pengujian Pepton lkan

Bubuk pepton yang dihasilkan setelah proses pengeringan kemudian
dilakukan pengujian uji proksimat untuk mengetahui karakteristik fungsionalnya
meliputi (kadar air, abu, protein dan lemak), serta asam amino menggunakan
metode (AOAC,2005).
Komposisi Kimia Hidrolisat Protein Ikan Lele

Komposisi kimia didapatkan melalui uji proksimat yang meliuti kadar air,
kadar lemak, kadar abu, dan kadar protein. Komposisi dihasilkan dapat dilihat pada
penjelasan dibawah ini dan hasil hidrolisat protein ikan lele pada.
Kadar Air

Tabel 4. Kadar Air Ikan Lele
Kadar Air Ikan Lele

No Spesies Kadar Air Referensi
1. Ikan lele 5,46% (Salamah et al.,
2012)
2. Ilkan lele 3,45+2,05 (Nurhayati &
Sanapi, 2014

Penggunaan metode pengeringan yang berbeda akan menyebabkan
perbedaan terhadap kadar air. Proses penguapan yang berlangsung membuat
kadar air yang ada pada bahan akan mengalami menurun. Kadar air hidrolisat
protein ikan lele dari hasil spray dryer sebesar 5,46% hasil yang didapat pada
(Salamah et al., 2012). Sedangkan perlakuan yang berbeda pada (Nurhayati &
Sanapi, 2014) hasil hidrolisat ikan lele dikeringkan menggunakan freeze dryer
didapatkan kadar air sebesar 3,45+2,05. Hasil tersebut bahwa perlakuan dengan
pengeringan yang berbeda berpengaruh pada hasil dari kadar air yang dihasilkan.
Menurut (Salamah et al.,, 2012) bahwa pengeringan dengan freeze dryer dapat
menghasilkan kadar air lebih rendah dengan kerusakan protein lebih kecil karena
pengeringan dengan suhu rendah. Semakin rendah kadar air yang didapatkan

ketahanan penyimpanan menjadi lebih baik dan waktu lebih lama.
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Kadar Abu
Tabel 5. Kadar Abu Ikan Lele

No Spesies Kadar Abu Referensi

1. lkan lele 5,71% (Salamah et al.,
2012)

2. Ikan lele 2,47+0,67 (Nurhayati &
Sanapi, 2014

Hidrolisat protein pada ikan lele memiliki kadar abu yang berbeda- beda dari
setiap analisis. Hasil yang didapat pada kadar abu ikan lele dumbo dari (Salamah et
al., 2012) sebesar 5,71%. Hasil yang berbeda didapatkan pada (Nurhayati &
Sanapi, 2014) sebesar 2,47+0,67. Hasil yang berbeda meskipun menggunakan
bahan baku sama didapatkan kadar abu yang tinggi. Pada proses penambahan
alkali NaOH atau HCI dalam suatu proses hidrolisis mempunyai tujuan untuk
mencapai pH yang optimum serta menjaga supaya tetap konstan dan
menyebabkan pembentukan garam selama proses hidrolisis.

Kadar Protein
Tabel 6. Kadar Protein Ikan Lele

No Spesies Kadar Protein Referensi
1. Ikan lele 53,29% (Salamah et al.,
2012)
2. Ikan lele 69,26 % (Nurhayati &
Sanapi, 2014

Berdasarkan Tabel 6 pengujian kadar protein menunjukkan hasil yang
berbeda meskipun bahan yang digunakan sama. Kadar protein ikan lele pada
(Nurhayati & Sanapi, 2014) lebih besar dibandingkan dengan (Salamah et al.,
2012). Aktivitas enzim papain yang digunakan memberikan pengaruh pada jumlah
ikatan peptida didalam protein daging sehingga senyawa nitrogen terlarut yang
dihasilkan sedikit dan protein rendah. Kadar protein tinggi pada ikan dijelaskan
(Nurhayati, et al., 2015) adanya proses hidrolisis yang mengkonversi protein tidak
larut menjadi larut sehingga terjadinya pemecahan ikatan protein kompleks menjadi

sederhana yang mengakibatkan nitrogen meningkat.
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Kadar lemak
Tabel 7. Kadar Lemak Ikan Lele

No Spesies Kadar Lemak Referensi

1. lkan lele 1,94% (Salamah et al.,
2012)

2. Ikan lele 0,5% (Nurhayati &

Sanapi, 2014)

Hasil yang didapat nenunjukkan perbedaan oleh karena karakteristik pada
bahan baku dan pemisahan lemak setelah proses hidrolisis. Lemak yang
terkandung dalam proses hidrolisis sebagian akan terpisah bersamaan protein tidak
larut saat sentrifugasi (Salamah et al., 2012). Kadar lemak yang rendah pada lebih
stabil terhadap oksidasi lemak dibandingkan kedar lemak tinggi. Penggunaan kadar
lemak rendah dapat digunakan pada makanan diet yang kandungan lemak <5%

serta sebagai suplemen pada roti dan makanan bayi (Annisa et al., 2017)

3.6  Aplikasi Pepton Dengan Enzim Papain Sebagai Media Pertumbuhan

Mikroba

Beberapa penelitian dengan enzim papain berikut mikroba sebagai media
uji. Kemudahan bakteri dalam mengkonsumsi pepton dijelaskan pada beberapa
jurnal bahwa semakin miring grafik pertumbuhan maka semakin mudah mikroba
mengkonsumsi nitrogen. Dapat dikatakan pemakaian nitrogen setiap bakteri
berbeda bergantung pada daya tahan hidup masing-masing bakteri. Karakteristik
yang hampir sama dengan pertumbuhan yang didapatkan pada setiap jurnal.
Tentunya dengan kenaikan setiap bakteri dalam mengkonsumsi nitrogen mampu
menjadi pembanding pepton komersil. Hal ini setara dengan (Shirahigue et al.,
2018) bahwa komponen utama pepton kaya akan senyawa nitrogen sebagai nutrisi
yang penting dalam mendukung pertumbuhan mikroba. Hasil tersebut dapat dilihat

pada Tabel 8.
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Tabel 8. Aplikasi Enzim Papain terhadap Pertumbuhan Mikroba

Pertumbuhan Mikroba Enzim Referensi
Salmonella sp dan Papain (Saputra & Nurhayati,
pseudomonas aeruginosa 2014)
Staphylococcus aureus, Papain (Nurhayati, et al, 2015)

Sacharomyces cereviceae
dan Escherichia coli

Escherichia coli dan Papain (Srikandace et al, 2016)
Staphylococcus aureus

Escherichia coli dan Papain (Priatni,2016)
Staphylococcus aureus

Escherichia coli dan Papain (Barokah et al., 2017)
Staphylococcus aureus

Escherichia coli dan Papain (Kosasih et al., 2018)
Staphylococcus aureus

Escherichia coli, Basil sp, Papain (Saputra et al., 2020)
dan Staphylococcus
aureus

Pertumbuhan bakteri Escherichia coli dari kepala ikan lele dengan enzim
papain yang telah saya lakukan. Terjadi peningkatan pada jam ke-4 sebagai hasil
dari bakteri mampu memanfaatkan pepton kepala ikan lele. Penurunan terjadi pada
jam ke -14. Dapat dilihat pada Gambar 5. Hasil ini hampir setara dengan (Saputra
et al.,, 2020) bahwa fase eksponensial terjadi pada 4-16 jam. Serta kurva
pertumbuhan pada Optical Density (OD) terhadap waktu inkubasi dimana semakin
curam korelasi antara waktu dengan log OD linier, dianggap sebagai fase
pertumbuhan eksponensial. (Srikandace et al.,, 2016) menunjukkan peningkatan
yang tinggi pada bakteri Escherichia coli daripada pepton komersil.(Kosasih et al.,
2018) menyatakan media yang mengandung pepton berbahan dasar ikan
sampingan menunjukkan kepadatan sel yang lebih tinggi dibandingkan pepton
komersil. Kecenderungan kurva pertumbuhan bakteri bisanya mirip dengan profil
pertumbuhan disetiap media ikan lele (Setijawati et al., 2020). Pengaruh kandungan
protein dari sampel pepton yang digunakan dimana protein akan memberikan
pengaruh pada nitrogen, semakin tinggi protein maka kandungan nitrogen akan

tinggi. Menandakan bahwa bateri Escherichia coli dengan baik memanfaatkan
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asam amino pada jeroan ikan tongkol dengan jumlah yang maksimal dapat
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mencukupi untuk pertumbuhan (Nurhayati et al., 2013)
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Gambar 5. Pertumbuhan Bakteri Escherichia coli Dengan Hemositometer Pepton
Kepala Ikan Lele Dengan Enzim Papain

3.7 Perbandingan Dengan Pepton Komersil
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Ikan merupakan bahan vyang berpotensi untuk dikembangkan dan
menggantikan pepton komersil. Hasil pengujian dari beberapa peneliti dapat dilihat
pada Tabel 9.

Pada hasil Tabel 9. Bahwa pepton ikan hampir setara dengan pepton

komersil. Dari tingkat kelarutan didapatkan pada ikan Hasil tangkapan sampingan
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hampir mendekati pepton komersil sebesar 99,96%. Kelarutan ini disebabkan oleh
adanya gugus hidroksil dalam pepton yang berinteraksi dengan molekul air
sehingga terjadi pemecahan protein menjadi peptida. Faktor lain dapat berkaitan
dengan pemilihan bahan baku pepton ikan seperti spesies, kesegaran serta pada
proses yang dilakukan dalam hidrolisis, perlakuan pH, dan periode waktu selama

proses hidrolisis. Serta (Barokah et al., 2017) juga menjelaskan mengenai kenaikan
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kelarutan disebkan adanya pemecahan protein menjadi peptida sederhana. Pada
total nitrogen berkaitan denga kandungan protein pada bahan baku, bahwa hasil
pada ikan total nitrogen ikan hasil tangkapan sampingan dan ikan Yellowstripe
scadfish memberikan nilai yang sama sebesar 11,86%. Pada asam amino yang

terkandung teetinggi pada ikan Yellowstripe scadfish sebesar 1,76%. Tentunya

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

46




REPOSITORY.UB.AC.ID

' BRAWLJAYA

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
2
2
ec
=2

N

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

' BRAWIJAYA

.

pada ikan hasil tangkapan sampingan mempunya kadar protein dan asam amino
yang tinggi dari penjelasan diatas.

Tabel 9. Perbandingan Pepton Ikan Dengan Komersil

Pepton (Nurhayati (Dede (Nurhaya (Saputra
Karakteristik Komersil & Saputra & i, et al, et al.,
(Bactopepto Suhandana Nurhayati 2015) 2020)
n) , 2013) , 2014)
Kelarutan (%) 100 98,20 96,74 99,96 96.74
Total Nitrogen 12-13 8,03 11,86 11,42 11,86
(%)
a-Amino 1,2-2,5 1,12 1,07 1,76 1,07
nitrogen
bebas(%)
AN/TN(%) 11-21 13,95 9,02 15,41 9,02
Kadar <17 0,79 0,41 7,82 0,41
Garam(%)
Kadar 0,40 0,47
Lemak(%)
Kadar Abu(%) 3,80 2,34
Rendemen(%) - 3,92-5,54
pH 6,7-7,4 6,02 7,10

Pepton ikan dapat menjadikan alternatif pengganti dari pepton komersil
dikarenakan kandungan dari protein yang cukup tinggi yang tentunya mengandung
nitrogen yang mudah untuk diserap dengan baik oleh bakteri. Hasil yang telah
dijelaskan pada Tabel 9. Jumlah sumber nitrogen mempengaruhi pertumbuhan
bakteri dalam aspek positif maupun negatif (Klompong et al., 2012). Hal ini serupa
dengan (Nurhayati & Suhandana, 2013) Serta hasil ini pepton dari ikan selar
mempunyai potensi yang aman untuk dikembangkan bahkan mampu menjadi
pengganti dari pepton komersil. Dari berbagai referensi banyak menjelaskan bahwa
karakteristik pepton ikan hampir mendekati sempurna atau hampir menyamakan
dengan pepton komersil. Hal ini setara dengan (Saputra et al., 2020) pada ikan
yellowstripe Scadfish tentunya pepton ikan hampir sebanding dan mendekati
standar dengan pepton komersill (Bactopepton). Pepton yang diisolasi dari berbgai

spesies ikan yang berbeda menunjukkan profil pertumbuhan yang baik daripada
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pepeton komersial. Temuan ini dilaporkan dari (Saputra et al., 2020), dan (Husin et
al., 2015) dapat disimpulkan bahwa ikan yang diekstraksi dari beberapa produk

sampingan mampu mendukung kinerja pertumbuhan bakteri.

3.8 Enzym Alcalase

Alkalase sering dikenal sebagai enzim proteolitik yang sering digunakan
secara komersial untuk menghasilkan hidrolisat protein dari limbah perikanan.
(Muzaifa et at., 2011) alkalase dihasilkan oleh strain selektif bakteri Bacillus
licheniformis. Selain itu (Salwanee et al., 2013) juga menyatakan bahwa komponen
utama enzim alkalin ini berupa subtilisin A, yaitu endopeptidase yang dihasilkan dari
Bacillus licheniformis. Keuntungan lain dari pemanfaatan alkalase sebagai enzim
protease yang menghasilkan hidrolisat protein perikanan ialah memberikan efek
hidrolisis yang lebih besar dengan sensasi pahit pada hidrolisat yang lebih sedikit
(Salwanee et al., 2013)
Sifat Enzim

Alkalase merupakan enzim proteolitk yang mempunyai kemampuan
bertahan atau bahkan lebih optimal beroperasi pada pH basa. Hal ini setara
(Muzaifa et al.,2011) bahwa pada limbah ikan perlakuan secara enzimatis ada pH 8.
Berdasarkan penelitian (Salwanee et al., 2013) menyebutkan alkalase termasuk
enzim yang bersifat termostabil (50°C) dan memiliki pH optimal yang tinggi (8,5)
sehingga mampu menurunkan aktivitas mikroba selama proses hidrolisis. Di sisi lain
proses hidrolisis dapat terhambat dengan eksistensi mikroba yang terdapat pada
sampel, apalagi sampel yang berasal dari limbah perikanan seperti isi perut atau
jeroan yang menjadi sumber bakteri. Oleh karena itu proses hidrolisis biasanya
dilakukan pada pH dan temperature yang cukup tinggi. Adapun penelitian (Yuniati
et al., 2015) juga menyebutkan bahwa alkalase termasuk protease yang bersifat
halotoleran. Dengan sifat tersebut tentunya menjadikan alkalase lebih efektif jika
dibandingkan dengan protease lainnya untuk menghasilkan hidrolisat protein ikan

yang lebih berkualitas.
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Salah satu alternatif dalam menghasilkan hidrolisat protein ikan yang dapat
digunakan sebagai sumber karbon dan /atau nitrogen dalam pertumbuhan mikroba.
Tidak hanya ramah lingkungan tetapi dapat menghasilkan bahan baku yang lebih
murah untuk formulasi media. Sehingga mengubah sumber daya menjadi bentuk
yang dapat dijual dan dapat diterima. Salah satunya hidrolisat pepton. Hingga saat
ini hidrolisis pepton terutama pada limbah ikan untuk pertumbuhan mikroba masih
belum luas. (Klompong et al., 2012) juga menjelaskan bahwa hidrolisis protein ikan
terdiri dari asam amino bebas dan peptida dengan berat molekul yang rendah
sehingga menjadi sumber nitrogen yang baik untuk pertumbuhan mikroba berupa
pepton ikan. Derajat hidrolisis dapat mempengaruhi panjang rantai peptida yang
berdampak pada pemanfaatan oleh mikroorganisme.

Dalam (Muzaifa et al., 2011) bahwa proses hidrolisat protein ikan umumnya
sama seperti proses hidrolisat yang lain dimana dimulai dari persiapan bahan baku,
penentuan pH, konsentrasi enzim, proses hidrolisis, inaktivasi enzim, sentrifugasi
yang selanjutnya didapatkan padatan untuk dilakukan proses pengeringan. Hasil
dari pengeringan ini dilakukan proses lanjutan. Alur hidrolisis enzim alcalase dapar

dilihat pada Gambar 5.

Limbah Ikan

Homoienisasi

Reakslj Enzim
v

Inaktivasi

v

Sentrifugasi > Supernatan

v

Hidrolisat Protein

Gambar 6. Alur Hidrolisis Enzim Alcalase

Produksi hidrolisis enzimatis dari produk sampingan menimbulkan kendala
yang bekenaan dengan efisiensi biaya. Produk sampingan yang terbuang saat ini
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semakin meningkat sehingga membutuhkan manajemen yang tepat. Di sisi lain,
produk sampingan ini dianggap bernilai pasar rendah pada dasarnya mempunyai
kandungan protein tinggi guna proses hidrolisat. (Fallah et al., 2015) bahwa
efisiensi hidrolisat sebagai sumber nitrogen pada bakteri Staphylococcus aureus
dapat dibandingkan dengan komersil. Kandungan protein yang tinggi pada ikan mas
perak 92,92 % dapat menjadi sumber yang efisien untuk produksi pepton sebagai
sumber nitrogen media Staphylococcus aureus. Hasil yang didapat bahwa
menunjukkan OD pada tiga medium berbeda dapat sebagai sumber nitrogen yang
dapat menginduksi pertumbuhan bakteri yang secara signifikan meningkat
dibandingkan komersil. (Safari et al., 2012) menjelaskan bahwa kaitannya pada
enzim alcalase mengarah ada pengambilan optimal dari sumber asam amino
karena aktivitas endoprotease. Hasil ini menyatakan produksi alcalase memiliki
kinerja lebih baik dari pepton komersial sebagai media pertumbuhan bakteri.

Jenis enzim proteolitik berpengaruh pada kinerja pepton yang dihasilkan.
Pertumbuhan Bacillus.subtilis pada limbah kepala dan jeroan ikan sarden (sardina
pilchardus) dan makarel (Rastrelliger kanagurta) secara signifikan lebih tinggi
dengan produksi pepton dengan enzim alcalase dibanding pepton lainnya.
Sedangkan pada pertumbuhan Staphylococcus cerevisiae menunjukkan kinerja
yang unggul dibanding pepton komersil. kinerja yang lebih baik dari pepton
dibandingkan dengan komersil juga dilaporkan dalam penelitian (Safari et al., 2012)
serta penyerapan tingkat hidrolisis yang tinggi pada pepton dari enzim alcalase
akan mempercepat penyerapan pepton dari medium.

Sedangkan bakteri Staphylococcus aureus dapat tumbuh pada nilai
absorbansi tertinggi dan tentunya mampu dijadikan sebagai nutrisi pada medium
pertumbuhan bakteri. Menunjukkan kinerja yang unggul dalam pemanfaatan pepton
dari berbagai produk sampingan perikanan. Disisi lain (Safari et al., 2012) tingkat
hidrolisis yang tinggi pada pepton dari enzim alcalase akan mempercepat
penyerapan pepton dari medium. Namun, dalam pembuatan pepton pada ikan mas
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perak bakteri Staphylococcus aureus menunjukkan tingkat pertumbuhan yang

rendah. Kemungkinan terikat dengan perbedaan antara panjang rantai peptida

dengan pepton yang diproduksi oleh enzim (Fallah et al., 2015)

3.9 Perbandingan Terbaik Enzim

Perlakuan hidrolisis berbeda didapatkan dari ke dua enzim papain dan

alcalase. Dapat dilihat pada Tabel 10.

Tabel 10. Perbandingan Enzim Papain dan Alcalase

Enzim pH Hidrolisis | Inaktivasi Pertumbuhan Referensi
Enzim Mikrba
Papain pH 6-8 1-5 jam 85°C Staphylococcus | Srikandace
Selama 15 | aureus setelah et al.,
menit diamati 2016
dengan Optical | Nurhayati
Density (OD) et al.,
Pepton 2013).
komersil lebih
tinggi daripada
jeroan ikan
tongkol
Alcalase | 8-8,5 4 jam 90°C Staphylococcus | (Muzaifa et
Selama 15 | aureus setelah | al., 2011)
menit diamati dengan dan
Optical Density | (Fallah et
(OD) secara al., 2015).
signifikan lebih
tinggi

Pada umumnya enzim papain dalam peruntukannya lebih tahan terhadap

proses suhu dan kisaran pH yang dilakukan luas serta kemurniannya lebih murni
daripada enzim bromelin. Papain dalam hidrolisisnya memiliki stabilitas terhadap
panas pada pH netral dan beberapa pelarut organik (Utomo et al., 2014). Hal ini
setara dengan (Dede Saputra & Nurhayati, 2014) bahwa dalam hidrolisis ikan selar
menggunakan pH 7. Perlakuan ini sebanding dengan (Srikandace et al., 2016)
menjelaskan penggunaan pH pada ikan kerong anatar pH 6-8. Sedangkan enzim
alkalase termasuk enzim proteolitik yang mampu bertahan pada pH basa.
Kemampuan ini dalam proses hidrolisis tentunya menggunakan pH 8-8,5.

Perlakuan ini sebanding dengan(Muzaifa et al., 2011) dan (Fallah et al., 2015).
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Enzim papain lebih aktif bekerja pada protein nabati dan relatif tahan
terhadap suhu (Irawati et al .,2015). Inkubasi pada sampel jeroan ikan tongkol pada
suhu hidrolisis 60°C selama 1-5 jam yang dilakukan oleh (Nurhayati et al., 2013). D
(Muzaifa et al.,, 2011) dalam proses hidrolisis pada limbah ikan dengan enzim
alcalasae dilakukan pada suhu 55°C selama 4 jam. namun berbeda halnya dengan
(Safari et al., 2011) bahwa tingkat hidrolisis yang tinggi akan mempercepat
penyerapan pepton dari media. Berikut berdasarkan (Husin et al., 2015) perlakuan
hidrolisis enzim alcalase pada suhu 85°C dan dilakukan juga oleh (Safari et al.,
2011) dengan perlakuan suhu yang sama.

Proses hidrolisis enzimatis papain dihentikan untuk proses inaktivasi enzim
umum pada suhu 85°C selama 15 menit dan umum digunakan pada penelitian
(Nurhayati et al., 2013) pada tahun berikutnya dan penggunaan suhu dan waktu
proses ini banyak diterapkan oleh dan menjadi acuan para peneliti untuk aktivasi
enzim papain.Tahap inaktivasi enzim menggunakan pada suhu 90°C selama 15
menit pada enzim alcalase (Muzaifa et al., 2011). Namun pada (Fallah et al., 2015)
dan (Husin et al., 2015) penggunaan suhu lebih tinggi dan waktu yang lebih lama
sebesar 95°C selama 20 menit.

Bakteri secara signifikan lebih tinggi dari beberapa enzim Alcalase yang
diujikan pada Staphylococcus aureus setelah diamati dengan Optical Density (OD)
(Fallah et al., 2015). Bahwa alcalase menghasilkan peptida pendek yang tinggi.
Sehingga tingkat pertumbuhan bakteri menjadi lebih baik daripada pepton komersil.
Hal ini sependapat dengan (Safari et al., 2011) dalam sebuah pertumbuhan dengan
tiga medium yang berbeda L.plantarum , L. Bulgaricus dan L. sakei dan jumlah
pepton yang sama dimana medium yang mengandung pepton alcalase sebagai
sumber nitrogen dapat menginduksi pertumbuhan bakteri yang secara signifikan
lebih tinggi dan perbedaan yang jelas dalam kinerja pertumbuhan bakteri

dibandingkan dengan media standar.
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