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RINGKASAN

NAHUM PRASETYO. Produksi Enzim Protease Dari Limbah Hasil Perikanan dan
Pemanfaatannya: Kajian Pustaka (di bawah bimbingan Dr.Sc. Asep Awaludin
Prihanto, S,Pi, MP)

Limbah hasil perikanan merupakan salah satu permasalahan yang terjadi
pada negara dengan kekayaan perikanan yang cukup tinggi. Sebagai upaya
penanganan limbah hasil perikanan, dapat dilakukan pemanfaatan dengan
menjadikan limbah hasil perikanan sebagai bahan dari enzim protease. Enzim
protease merupakan enzim dengan tingkat penjualan hingga 60% di dunia. Enzim
protease dapat dimanfaatkan kegunaannya dalam berbagai bidang.

Kajian pustaka merupakan peninjauan kembali pustaka-pustaka yang
terkait Langkah kajian pustaka yang dilakukan dimulai dengan penentuan topik
kajian pustaka, pencarian pustaka, analisis pustaka dan penulisan kajian pustaka.

Hasil dari kajian pustaka didapatkan bahwa limbah merupakan suatu
benda yang berasal dari hasil buangan dari beberapa proses yang dilakukan. Pada
umumnya limbah ini berbentuk gas, cair dan padat. Enzim protease merupakan
enzim yang hampir dimiliki oleh seluruh makhluk hidup. Pada spesies ikan, enzim
protease dapat ditemukan pada kulit, otot, namun yang paling banyak ditemukan
pada saluran pencernaan. Enzim protease sendiri, diklasifikasikan menjadi dua
jenis yaitu eksopeptidase dan endopeptidase. Enzim protease memiliki aktivitas
enzim yang berpengaruh pada pH, suhu, inhibitor dan pengaruh ion logam selain
itu juga memiliki berat molekul enzim. Dalam menghasilkan enzim protease,
dilakukan tahap ekstraksi dan tahap purifikasi. Pada tahap ekstraksi dilakukan
untuk menghasilkan ekstrak kasar dari enzim, sedangkan tahap purifikasi
dilakukan untuk menghasilkan enzim dengan aktivitas spesifik lebih tinggi dan nilai
yield yang lebih baik daripada ekstrak kasar. Didapatkan beberapa referensi enzim
protease yang dihasilkan dari limbah hasil perikanan. Sebagian besar, dihasilkan
pada saluran pencarnaan (jeroan). Hal ini disebabkan karena proses pencernaan
pada ikan berjalan melalui mulut dan langsung menuju pada saluran pencernaan.
Enzim protease yang dihasilkan dari limbah hasil perikanan dilakukan ekstraksi
dan purifikasi. Tahap purifikasi yang dilakukan juga bervariasi yaitu semi purifikasi
dan parsial purifikasi. Dari hasil uji aktivitas protease dari limbah hasil perikanan,
didapatkan hasil purifikasi terbaik- menggunakan jenis semi purifikasi yang melalui
metode presipitasi, dialisis dan kromatografi penukar ion. Aktivitas enzim protease
dari limbah hasil perikanan berdasarkan suhu dan pH juga bervariasi berdasarkan
jenis protease yang dihasilkan. Selain itu, senyawa inhibitor yang dominan dalam
menghambat aktivitas enzim protease dari limbah hasil perikanan adalah senyawa
PMSF. Pengaruh ion logam terhadap enzim protease dari limbah hasil perikanan
dapat berperan sebagai inhibitor maupun aktivator. Enzim protease dari limbah
hasil perikanan dapat dimanfaatkan sebagai bahan hidrolisat protein, bahan
deharing pada industri kulit dan bahan destaining pada sabun deterjen,

Limbah hasil perikanan mampu dimanfaatkan sebagai bahan penghasil
enzim protease. Akan tetapi, jika dilihat dari nilai ekonomis pemanfaatan limbah
hasil perikanan tidak menunjukkan sisi yang ekonomis dibanding penghasil enzim
protease yang lain seperti tanaman.

vii



-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

DAFTAR ISI
Halaman
PERNYATAAN ORISINALITAS ... oo ceeeeeiiieeieiitsee it eese st eeeess s erseneeeaesesaeaasesstaneeesaes iv
IDENTITAS TIM PENGUUJL...coiiiiiiiiieieeeee ettt %
[itorayagale bl e P (Aol i Lovedbodonle ioe falieblihbochain o dins habide b Ll ool ok Vi
RING RASARYA... Universitas. Brawiiaya. . Universitas. Brawiiaya... Universitas. Bl vii
KATLBPENGANTAR el e . el niversitas Brawiiava. .. Lniversitas. B viii
DAETAR ISLgr ... NGB B rm o+« o brr oy i e - R iX
DAFTARAABEL ... .o NS B o N e, Xi
DAFTAR GAMBAR . ...ttt Xii
PAFTARLAMPIRANE. LS, 8. (8 =3...... G NRVEISIEES B xiii
1. PERIDAHULUANQZN...” se@ koo L B/ SN ofm ... | BIVEISIIAS. B 14
1.1 Latar Belakang ... 14
1.2 Tujuan... @ eSa L L /2 M. S8 LD 16
2. METODE KAJIAN PUSTAKA L. e tiiiiiinieiiinniieiieieeeannseesesnnassnneessssnnessennas 17
2.1 Kaian PUSTAKA ....civiiieeiiiiiiiiiiiie ittt 17
2.2 Tahapan Pembuatan Kajian Pustaka .............cccccccviviinnii. 17
2.3 Kerangka Kajian PUStaKa ........ccccceiiiiiiiiiiiiii et 21
3. HASIL KAJIAN PUSTAKA et i 22
3.1 Pengertian Limbah ...........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 22
3.2 Limbah Hasil Perikanan ... iinsniaes 23
3.2.1 Ketersediaan Limbah Hasil Perikanan .......c..ccc..cccoviviniiiiiannin. 23
3.2.2 Kandungan Limbah Hasil Perikanan..........c.......coovviuuiiiniinnennin. 24
3.3, AERZIM PrOteasSe .. .5y thercre « [yirms pie e e By oo -« B v it 12 25
3.3.2  Klasifikasi ENZIM Protease..........cccccevveeieiirieeeee e eeeineeee e 25
3.3.1 Sumber ENzim Prot€ase..........uuueeiiieeeeiieiiiiieei e 28
3.3.3 Berat Molekul, Pengaruh pH dan Suhu Terhadap Aktivitas Enzim
| (0] (T2 < PP PPPTRROPRIR 31
3.3.4 Pengaruh Senyawa Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim Protease
................................................................................................ 32
3.3.5 Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitas Enzim Protease........ 32
3.4 Ekstraksi dan Purifikasi Enzim Protease ...........ccccccicioviiiiiiiiiiiiiinn, 34
3.4.1 Ekstraksi Enzim Protease ...........ccoc.oiiiiii i, 34
3.4.2  Purifikasi Enzim Protease ...........cco..ciiiiiiii 36
3.4.3 Perhitungan Aktivitas Enzim Protease ..........c.....ccceciiiiiniiininnn 44



-
' 3.5 Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan...........cccocooiniii il 48
< 3.5.1 Ekstraksi Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan........... 50

—g 3.5.2 Purifikasi Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan........... 52
we 3.5.3 Berat Molekul, Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Aktivitas Enzim
E—- Protease dari Limbah Hasil Perikanan ...l 56
= 3.5.4 Pengaruh Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim Protease Dari

"o Limbah Hasil Perikanan. ... ..o e e e i 58
— 3.5.5 Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitias Enzim Protease Dari
P Limbah HaSil PerIKANAN. ... ..uiiiirien i ssiass s s siisesseansiahies e iasiiiseanies 59

3.6 Pemanfaatan Enzim Protease Dari Limbah Hasil Perikanan ............... 61
= N L6 ] = SRR 63
- b N oW e L bt st it bt ety i bt el e e 63
W PIAGEFNY., . P INCIS Lo igaaeya LIyTiailas Blanwicya  DIliveisiidds DI 63
DARTARWPUSTARKAZ ... oSS i tas Brawdiava, . Universitas Bl 64
N Y L A (N P 73




-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

DAFTAR TABEL

Tabel Halaman
Tabel 1. Kata Kunci Pencarian Pustaka ...............ccooooi il 19
Tabel 2. Kandungan Protein Limbah Hasil Perikanan............................. 25
Tabel 3. Klasifikasi ENziM Prote€ase ..o i 27
Tabel 4. Sumber ENzim Protase.......couuuiiiiiiiiii it e i 29
Tabel 5. Berat Molekul, Pengaruh pH dan Suhu Terhadap Aktivitas Enzim
Rroleaswiiava. .- Univaraitas -Brawiiava Wniveraitaa -Brawilava - Univeraitas. B 31
Tabel 6. Pengaruh Senyawa Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim Protease........ 32
Tabel 7. Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitas Enzim Protease...........c........ 33
Tabel 8. EKStraksi ENZIM PrOtEaSE ....ivueuiiirnieieiiieeiieeitieeiiieeeeteeeeieesvanesesneeesnnesns 35
Tabel 9. Purifikasi ENZIM ProtEaSE ... i iiiieiieiieitieiteeieeeitee i e eai s renasesanens 40
Tabel 10. Tabel Summary of Purification..........cooeeoeoieeeee e, 43
Tabel 11. Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan..................ccccccoeeenl 49
Tabel 12. Ekstraksi Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan..................... 51
Tabel 13. Purifikasi Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan..................... 52
Tabel 14. Tabel Summary of Purification Enzim Protease dari Limbah Hasil
Porikanan €£.Y.........57... oW ... 00....... 8 2. ... N UIVErsiias bl 54
Tabel 15. Berat Molekul, Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Aktivitas Enzim
Protease dari Limbah Hasil Perikanan...........ccoovviii et e, 56
Tabel 16. Pengaruh Senyawa Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim Protease dari
Limbah Hasil PerKaNAN ... .....ooiie i e et e s 59
Tabel 17. Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitas Enzim Protease Dari Limbah
[ E= Y| 1 615= T = 1 T N S 59
Tabel 18. Pemanfaatan Enzim Protease Dari Limbah Hasil Perikanan ............. 62

Xi



-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
Gambar 1. Tahapan Pembuatan Kajian Pustaka ................cccccoiies 17
Gambar 2. Klasifikasi Enzim Protease (Hamza, 2017) ........cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiinnns 26
Gambar 3. SumMber ENZiM ProtEaSe...........uuuiutiiiuiiiieiiiiiiiininsiaenesuennetinsisniinanene 29

Gambar 4. a) Saluran Pencernaan (Scomberomorus Guttatus) (Rengasmy et al.,
2016); b) Jaringan Otot (Trachurus japonicas) (Yoshida et al., 2015) ' c) Kulit
(Alutherus monoceros) (Ahmad et al., 2011). ..ccoiiiviriiiiiiiiiiireene e b eee s aaeanie 30
Gambar 5. Hasil Analisis Berat Molekul Enzim Protease (Mander et al., 2015) 45
Gambar 6. Hasil Analisis Aktivitas Enzim Protease Terhadap pH (Mander et al.,

PO ) Ty R 46
Gambar 7. Hasil Analisis Enzim Protease Terhadap Suhu (Mander et al., 2015)
.......................................................................................................................... 47
Gambar 8. Aktivitas Inhibitor Enzim Protease (Saranya et al., 2018) ................ 48

Xii



DAFTAR LAMPIRAN

Halaman

Lampiran 1. Kerangka ... 73

-
o
3

-2
|
—
e
o

—
L ]
L=
=
an
-

IVERSITAS

BRAWIJAYA

UN

Xiii



1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia yang dikenal negara kepulauan terbesar didunia, memiliki
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berbagai macam sumberdaya perikanan yang cukup tinggi. Salah satu
sumberdaya perikanan yaitu ikan. Produksi ikan di Indonesia mencapai angka
hingga 38,39 kg/kap/th dan meningkat di tahun 2014 mencapai angka hingga51,8
kg/kap/th dengan tingkat pertumbuhan sebesar 7,85% (Djunaidah, 2017). Dengan
besarnya angka produksi ikan di Indonesia, tentunya berbanding lurus dengan
tingkat konsumsi ikan di Indonesia yang tinggi. Menurut Kementerian Kelautan dan
Perikanan (2018), konsumsi ikan dari tahun 2014 - tahun 2017 mengalami
peningkatan. Pada tahun 2017 dengan angka konsumsi ikan tertinggi mencapai
46,49 kg/kap/th.

Salah satu permasalahan yang dihadapi dengan tingginya angka konsumsi
ikan di Indonesia yaitu terdapat pada hasil samping yang berupa limbah hasil
perikanan. Limbah hasil dari sektor kelautan dan perikanan pada umumnya
menghasilkan limbah padat, seperti tulang, karapas, kulit dan kepala ikan (Luhur
et al., 2016). Limbah hasil limbah hasil perikanan umumnya terdiri dari berbagai
sumber seperti-hasil tangkapan, hasil proses dan sebagainya. Hampir 50% sisa
material dari total dalam proses produk perikanan tidak digunakan sebagai produk
akhir dan mengakibatkan sampah atau limbah yang mencapai 32 juta ton
(Arvanitoyannis dan Kassaveti, 2011). Akan tetapi, limbah hasil perikanan memiliki
banyak potensi berupa protein yang dapat diolah secara kimiawi maupun biologi

untuk menghasilkan produk yang lebih bermanfaat dan bernilai ekonomis (Agung

IVERSITA

et al., 2011).

BRAWIJAYA
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Limbah hasil perikanan berpotensi menghasilkan nilai ekonomis yang tinggi
apabila dapat diolah kembali dengan cara yang tepat. Protein dan asam amino
yang terkadung dalam limbah hasil perikanan tergolong tinggi. Secara umum,
limbah hasil perikanan mengandung beberapa unsur seperti Nitrogen, Fosfor,
Kalium dan lainnya. Salah satu pemanfaatan limbah hasil perikanan yang dapat
dilakukan yaitu menjadikan limbah hasil perikanan sebagai bahan penghasil enzim
protease (Suptijah, 2010).

Berkembanganya inovasi tentang pengaplikasian enzim khususnya
protease, menjadikan enzim protease memiliki peran yang sangat penting dalam
berbagai bidang industri. Protease merupakan enzim proteolitik yang bekerja
mengkatalis pemutusan ikatan peptida pada protein (Pamaya et al., 2018). Enzim
protease merupakan salah satu enzim skala industri dengan tingkat penjualan
hingga 60% dari total penjualan enzim di dunia (Yuniati et al., 2015).

Protease secara fisiologi diperlukan untuk hampir semua makhluk hidup,
oleh karena itu protease dapat ditemukan di berbagai sumber seperti tumbuhan,
hewan dan mikroorganisme. Dari berbagai sumber enzim protease, setiap sumber
tentunya memiliki keunggulan dan kekurangan dalam menghasilkan enzim
protease itu sendiri (Hamza, 2017). - Enzim protease dapat ditemukan pada
beberapa sumber seperti tanaman, mikroba dan hewan. Tanaman sebagai
penghasil enzim protease sebesar 40,35% dan mikroba sebagai penghasil enzim
protease sebesar 18,09%. Sedangkan hewan sebagai penghasil enzim protease
sebesar 11,5% (Fathimah dan Wardani, 2014).

Sebagai enzim dengan tingkat penjualan hingga 60% di dunia, enzim
protease tentunya memiliki banyak kegunaan dalam berbagai bidang. Protease
yang merupakan jenis enzim hidrolase banyak dimanfaatkan pada berbagai
bidang industri seperti industri pangan (Elfian et al., 2017). Selain pada industri

pangan, enzim protease juga dapat dimanfaatkan sebagai deterjen, pembuatan

15



-
o
<
A
—
—
jE—
o
G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

kulit dan juga industri pangan dan pertanian (Pant et al., 2015). Dengan kemajuan
dalam bidang bioteknologi  memungkinkan semakin meluasnya penggunaan
enzim protease dalam berbagai produk komersial (Ramadhani et al., 2015).

1.2 Tujuan

Tujuan dari kajian pustaka ini bertujuan memberikan informasi terkait proses

produksi enzim protease dari limbah hasil perikanan dan pemanfaatannya.
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2. METODE KAJIAN PUSTAKA

2.1 Kajian Pustaka

Kajian pustaka merupakan kegiatan peninjauan kembali pustaka-pustaka
yang terkait (review of related literature). Tujuan dari kajian pustaka yaitu
pengumpulan data dan informasi ilmiah yang berkembang yang terdapat dalam
berbagai sumber (Prastowo, 2012). Untuk melakukan kajian pustaka dibutuhkan
keahlian dalam menemukan pustaka yang sesuai, menangkap isi:informasi dari
pustaka dan menuangkan dalam penulisan kajian pustaka yang dapat menarik
perhatian pembaca (Pautasso, 2013).

2.2 Tahapan Pembuatan Kajian Pustaka

Penyusunan kajian putsaka dilakukan dengan beberapa tahapan yang

dikerjakan. Dalam menyusun kajian pustaka, penulis menggunakan kajian pustaka

menurut Prastowo (2012), yang dapat dilihat pada Gambar 1.

Menentukan topik yang akan dibahas

Y
Mencari dan membaca pustaka yang
sesuai dengan topik

k. J
Mencatat hasil intrepretasi terhadap
pustaka yang dibaca

¥
Menyusun kajian pustaka

Gambar 1. Tahapan Pembuatan Kajian Pustaka

17
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2.2.1 Penentuan Topik Kajian Pustaka

Pengertian dari topik menurut Silaswati (2018), adalah langkah awal yang
dilakukan dalam penyusunan kajian pustaka. Topik merupakan ide utama yang
dipilih penulis yang merupakan pokok dari kajian pustaka yang ditulis. Ada
beberapa tahap yang dapat digunakan sebagai sumber penentuan topik, sebagai
berikut:

1. Topik harus bermanfaat dan layak dibahas.

2. Topik dikenal baik dan dikuasai atau diketahui penulis.

3. Topik cukup menarik.

4. Ketersediaan pustaka sebagai informasi penunjang memadai.
5. Topik yang dipilih membahas dengan secara umum.

Topik yang digunakan penulis dalam kajian pustaka ini yaitu produksi
enzim protease dari limbah hasil perikanan dan pemanfaatannya. Topik tersebut
dipilih karena limbah hasil perikanan mampu menjadi substitusi penghasil enzim
protease. Enzim protease merupakan enzim dengan tingkat penjualan 60% di
dunia dengan bahan baku limbah hasil perikanan yang memiliki nilai yang rendah.
Atas beberapa pertimbangan tersebut penulis memilih topik produksi enzim
protease dari limbah hasil perikanan dan pemanfaatannya sebagai kajian utama
dalam kajian pustaka ini.

2.2.2 Pencarian Pustaka

Dalam pencarian pustaka menurut Sutrisno (2016), dilakukan setelah
tahap penentuan topik. Pencarian pustaka dilakukan dengan mencari pustaka
yang akan membantu dalam penyusunan suatu kajian pustaka. Suatu kajian
pustaka yang terperinci, biasanya diperlukan oleh mahasiswa dalam

melaksanakan tugas akhir. Sebuah pustaka akan menjadi acuan bagi penulis

18



dalam mengembangkan pikiran dan isi dari kajian pustaka. Beberapa jenis
referensi atau pustaka, sebagai berikut:
1. Pustaka sebagai referensi.

2. Pustaka sebagai sumber utama.
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3. Pustaka sebagai sumber sekunder.

Pencarian artikel yang dilakukan penulis yaitu mengandalkan pustaka
secara daring. Pustaka yang dianalisis berasal dari hasil pencarian menggunakan
beberapa mesin pencari dari basis data utama dengan beberapa kata kunci. Basis
data yang digunakan adalah Google Scholar, Neliti, Researchgate, Proquest,
Elsevier Science Direct, Spinger. Hasil pencarian tersebut dibatasi dengan minimal
tahun terbit kurang dari sepuluh tahun terakhir dengan persentase setidaknya 60%
dari total sumber pustaka. Selain itu, pencarian juga dibatasi dengan wilayah
penelitian indonesia sebesar 40% dan internasional 60%. Jumlah minimum
pustaka yang digunakan yaitu 20 pustaka. Kategori scopus dari jurnal yang
digunakan yaitu Q1-Q4. Pencarian kategori scopus jurnal dilakukan secara online
melalui https://www.scimagojr.com/. Kata kunci beserta database yang digunakan
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kata Kunci Pencarian Pustaka
No. Kata Kunci

Protease

Protease enzyme
Protease enzyme function
Fish waste

Fish waste nutrition

O G Sho Uk SR

Protease enzyme from fish waste

2.2.3 Analisis Pustaka
Menganalisis sumber pustaka yang didapat perlu dilakukan agar peneliti

dapat atau mampu memahami isi dari sumber pustaka. Salah satu cara dalam
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menganalisis sumber pustaka yaitu dengan membaca pustaka dengan teliti
dilakukan pencatatan pokok pustaka yang agak digunakan sebagai data dalam
penulisan kajian pustaka. Dalam menganalisis sumber pustaka diperlukan
ketekunan yang tinggi agar data dan analisis data serta kesimpulan yang
dihasilkan sesuai dengan tujuan yang diharapkan. Selain itu, juga diperlukan
analisis yang matang dan mendalam dalam menganalisis sumber pustaka
(Melfianora, 2019).

Analisis pustaka yang dilakukan oleh penulis dilakukan dengan membaca
pustaka yang didapatkan dengan seksama. Pembacaan artikel dilakukan lebih dari
sekali untuk mendapatkan informasi yang ingin didapatkan. Setelah itu, informasi
yang didapatkan ditabulasi dalam tabel agar mudah dalam tahap penulisan kajian
pustaka. Analisis pustaka perlu dilakukan secara mendalam agar mendapatkan isi
dari pustaka secara terinci.

2.2.4 Penulisan Kajian Pustaka

Dalam penulisan studi literatur menurut Knudsen et al. (2012), haruslah
memenuhi kaidah penulisan yang telah ditetapkan. Umumnya format penulisan
berisi antara lain: judul, abstrak, pendahuluan, metode penelitian, hasil,
kesimpulan serta daftar pustaka. Proses penulisan dapat dilakukan dalam empat
tahap, sebagai berikut:

1. Brainstorming, proses ini umumnya disebut dengan pre-writing merupakan
pencatatan ide-ide diatas kertas.

2. Drafting, proses ini dimulai dengan melengkapi kalimat secara utuh,
paragraf dan sub topik yang dilakukan saat proses sebelumnya.

3. Revising, membuat tulisan yang baik melalui revisi.

4. Editing
Penulisan kajian pustaka dilakukan dengan mengumpulkan hasil dari

analisis pustaka yang dilakukan ke dalam suatu narasi. Susunan kajian pustaka
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dibuat secara berurutan berawal dari topik umum hingga topik khusus yang
dibahas. Selain itu, penulis juga memberikan argumen atau kesimpulan dari
korelasi tiap pustaka yang didapatkan. Penulis kajian pustaka juga dilakukan
sesuai pedoman penulisan dari Fakultas Perikanan dan limu Kelautan, Universitas
Brawijaya.
2.3 Kerangka Kajian Pustaka

Kerangka tulisan, juga disebut outline, ragangan atau kerangka karangan
adalah tatanan penyajian pokok-pokok bahasan yang akan dibahas dalam suatu
tulisan. Kerang tulisan dibuat dengan menulis beberapa pokok topik bahasan yang
nantinya akan dibahas oleh penulis- Kerangka ini nantinya merupakan panduan
bagi penulis dalam menyusun suatu tulisan (Dumay et al., 2016).

Kerangka dibuat oleh penulis agar dapat membantu dalam proses

penyusunan kajian pustaka. Kerangka/outline dapat dilihat pada Lampiran 1.
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3. HASIL KAJIAN PUSTAKA

3.1 Pengertian Limbah

Limbah merupakan suatu benda yang berasal dari hasil buangan dari
beberapa proses yang dilakukan. Pada umumnya limbah ini berbentuk gas, cair
dan padat (Rizal, 2011). Terjadinya buangan limbah sendiri menurut FAO (2011),
dapat disebabkan beberapa hal seperti berikut:

1. Kurangnya fasilitas penyimpanan.

2. Kurangnya infrastruktur dan transportasi.
3. Fasilitas pasar yang kurang memadai.

4. Kurangnya sistem pengemasan.

Limbah hasil perikanan sendiri dapat dikelompokkan dari beberapa jenis
seperti: limbah ikan yang berasal dari hasil penangkapan non target, limbah ikan
yang berasal dari sisa pengolahan meliputi jeroan; kepala; kulit; tulang; sirip,
limbah ikan yang berasa akibat surplus penangkapan ikan dan limbah ikan yang
berasal selama pendistribusian ikan (Fadhil et al., 2017). Diperkirakan hampir 50%
dari total penangkapan ikan tidak dapat digunakan sebagai makanan (Mo et
al.,2018). Limbah yang dihasilkan selama pendistribusian ikan dihasilkan karena
dalam proses pendistribusian ikan, ikan mengalami kebusukan akibat penanganan
yang kurang baik (Mo et al., 2018).

Di beberapa negara berkembang, dampak dari limbah hasil perikanan
sangatlah tinggi dan menjadi masalah yang serius. Limbah hasil perikanan itu
berasal dari hasil pengolahan perikanan yang diperoleh sebesar 70% dari bahan
baku. Sehingga dapat berpotensi mencemari lingkungan jika tidak dapat

dimanfaatkan dengan cara yang baik (Ahuja et al., 2020).
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3.2 Limbah Hasil Perikanan

Istilah 'limbah ikan" dapat mencakup bahan yang berbeda seperti ikan utuh
(ikan mati atau rusak) dan jaringan khusus, seperti kepala, usus, ekor dan sirip,
kulit, sisik, dan tulang dan lain-lain. Limbah hasil perikanan juga menggunakan
istilah yang berbeda, misalnya limbah ikan, limbah pengolahan ikan, produk
sampingan, bahan mentah atau sisa bahan mentah (Choe et al., 2020). Industri
pengolahan ikan merupakan salah satu penghasil sampah yang tidak signifikan
karena timbulnya yang melimpah limbah terutama terdiri dari bagian tubuh ikan.
Namun, limbah ikan memiliki nilai protein tinggi yang mengandung hingga 58%
bahan kering dan hanya sedikit lebih rendah dari protein dari makanan ikan
komersial (Husin et al., 2012). Dalam mengurangi adanya limbah hasil perikanan
ini, perlu dilakukan strategi pengurangan limbah yang penting untuk industri,
dimana dilakukan pemulihan produk sampingan yang dapat dipasarkan dari
limbah ikan (Kafle dan Kim, 2012).

Limbah hasil perikanan dapat diolah dan dimanfaatkan menjadi bahan
baru. Pemanfaatan ini dilakukan untuk mengurangi jumlah dari limbah hasil
perikanan yang sangat tinggi. Limbah hasil perikanan dapat dimanfaatkan menjadi
beberapa produk, salah satunya dijadikan alternatif dari bahan pembuat enzim
protease. Kandungan protein yang masih tinggi dalam limbah hasil perikanan
dapat memungkinkan untuk dilakukan pemanfaatan sebagai strategi dalam
mengurangi limbah hasil perikanan (Kannan et al., 2017).

3.2.1 Ketersediaan Limbah Hasil Perikanan
Pengolahan hasil perikanan menghasilkan sejumlah besar limbah dalam

bentuk produk sampingan yang tidak dapat dimakan dengan asumsi 45% berat
ikan menjadi limbah. Diperkirakan hampir 64 juta ton limbah ikan dihasilkan setiap

tahun. Limbah ikan, terutama terdiri dari kepala, jeroan, tulang dan sisik. Limbah
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ikan sendiri, kaya akan kandungan protein dan kandungan lemak, akan tetapi
seringkali kurang dimanfaatkan (Nges et al., 2012).

Diperkirakan konsumsi sumber daya perikanan mencapai 105,6 juta ton
atau 75% dari produksi ikan di seluruh dunia. Sedangkan 34,8 juta ton atau 25%
yang tersisa merupakan limbah (Rebah dan Miled, 2013). Limbah hasil perikanan
dihasilkan tergantung pada proses pengolahan hasil perikanan yang kemungkinan
besar mencapai angka 30-70% dari berat ikan (Balraj et al., 2014).

Peningkatan terjadi tiap tahunnya terhadap angka konsumsi ikan di
Indonesia. Data yang bersumber dari Kementerian Kelautan dan Perikanan
(2018), menunjukkan bahwa angka konsumsi ikan di Indonesia pada tahun 2017
mencapai angka 46,49 kg/kap/tahun dimana mengalami kenaikan dibanding pada
tahun 2016 yang mencapai angka 43,94 kg/kap/tahun. Sementara itu, angka
produksi perikanan di Indonesia mencapai 23,26 juta ton pada TW IV 2017. Hal
ini, mengakibatkan berbanding lurus dengan angka limbah hasil perikanan yang
dihasilkan.

3.2.2 Kandungan Limbah Hasil Perikanan
Pemanfaatan limbah hasil perikanan dapat dimanfaatkan sebagai produk

baru yang memiliki nilai jika dilakukan pengolahan dengan baik dan benar. Pada
umumnya, limbah hasil perikanan masih memiliki kandungan nutrisi yang baik.
Limbah hasil perikanan memiliki banyak kandungan unsur seperti N (Nitrogen), P
(Fosfor) dan Ca (Kalium) yang merupakan unsur penyusun protein (lllera-Vives et
al., 2015). Pemanfaatan dan pemrosesan limbah hasil perikanan dapat dilakukan
dengan diolah menjadi enzim (Ghaly et al., 2013). Limbah hasil perikanan seperti
jeroan ikan dapat dimanfaatkan sebagai sumber alternatif penghasil enzim
protease (Pipih, 2010). Kandungan protein limbah hasil perikanan dapat dilihat

pada Tabel 2.
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' Tabel 2. Kandungan Protein Limbah Hasil Perikanan
€3 Bahan Baku Protein Referensi
S (%)
= Kepala Ikan Tongkol 19,30+0,31 Khoddami et al., 2012
¢='5 (Euthynnus affinis)
E Usus lkan Tongkol 19,01+0,14 Khoddami et al., 2012
g (Euthynnus affinis)
- Hati Ikan Tongkol 18,06+0,68 Khoddami et al., 2012
(Euthynnus affinis)
Kepala Ikan Kakak Tua 20,37+2,33 Prihanto et al., 2019
(Chlorurus sordidus)
Kulit (C. catla) 24,35+0,95 Mahboob, 2015
Kulit (C. crigala) 26,10+1,24 Mahboob, 2015
Jeroan lkan Tuna Sirip 19,11 Pezeshk et al., 2017
Kuning

3.3 Enzim Protease

Enzim protease merupakan salah satu enzim yang berfungsi dalam
pemecahan ikatan peptida pada protein. Protease adalah salah satu kelompok
enzim industri yang paling penting, mewakili lebih dari 65 % pasar enzim industri
global (Rebah dan Miled, 2013). Protease adalah enzim yang mampu menghidrasi
peptida. Protease sendiri dapat diperoleh dari beberapa mikroorganisme, namun
hasil perikanan seperti ikan juga berpotensi sebagai salah satu penghasil enzim
protease (Ramkumar et al., 2016).

3.3.2 Klasifikasi Enzim Protease
Berikut merupakan klasifikasi dari enzim protease yang dapat dilihat pada

Gambar 2.
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Gambar 2. Klasifikasi Enzim Protease (Hamza, 2017)

Protease dapat diklasifikasikan berdasarkan sifat kimiawi dari situs aktif,
reaksi yang katalis dan strukturnya atau komposisi (Hamza, 2017).
a. Berdasarkan situs katalitik pada substrat
1. Eksoprotease, bekerja di ujung rantai polipeptida.
2. Endoprotease, bekerja di daerah dalam dari rantai polipeptida.
b. Berdasarkan pusat katalitik
1. Serine protease, merupakan protease yang memiliki gugus serin
(-OH) di sisi aktifnya.
2. Cysteine protease, merupakan protease yang memiliki aktivitas
yang bergantung pada keberadaan gugus SH utuh di sisi aktifnya.
3. Metalloprotease, merupakan protease yang memiliki aktivitas yang
bergantung pada lebih banyaknya keberadaan dari kation divalen

yang kurang terikat.

BRAWIJAYA
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4. Aspartic Protease, merupakan protease yang mengandung satu
atau lebih kelompok karboksil rantai samping di sisi aktifnya. Pada
umumnya juga dikenal sebagai protease asam.

c. Berdasarkan nilai pH
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1. Protease asam, protease asam adalah protease yang aktif pada
kisaran pH 2-6.
2. Protease netral, protease netral adalah protease yang aktif pada
pH netral, basa lemah atau asam lemah.
3. Protease alkali, protease alkali adalah protease yang aktif pada
kisaran pH 8-12.
Klasifikasi umum enzim protease menurut Jisha et al. (2013), dengan kode
enzim (EC) dan mekanisme kerja spesifik dari setiap sub kelompok enzim
protease dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Klasifikasi Enzim Protease

No. Jenis Protease EC Mekanisme Kerja
1. Exopeptidase 3,4, 11-19 Membelah ikatan peptida di
proksimal amino atau ujung
karboksi
a) Aminopeptidase 34,11 Bertindak sebagai N-terminal

bebas untuk membebaskan
asam amino tunggal

b) Carboxypeptidase 3,4,16-18 Melepaskan residu C-terminal
dari polipeptida

2. Endopeptidase 3,4,21-24 Memisahkan ikatan dalam rantai
polipeptida
a) Serine Protease 3,4,21 Endopeptidase yang memiliki

serin pusat aktif yang terlibat
dalam proses katalitik

b) Cysteine Protease 3,4,18 Endopeptidase yang memiliki
sistein pusat aktif

C) Aspartic protease 3,4,23 Endopeptidase yang memiliki
residu asam aspartat untuk
aktivitas katalitiknya

d) Metalloprotease 34,24 Endopeptidase yang
menggunakan ion logam, pada
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umumnya Zn?* dalam
mekanisme katalitik
e) Endopeptidase dari 3,4,99 Bertindak pada peptida
mekanisme
katalitik yang tidak
diketahui

Sumber: Jisha et al., 2013

3.3.1 Sumber Enzim Protease

Sumber dari enzim protease dapat ditemukan pada beberapa sumber.
Hasil perikanan merupakan salah satu sumber dihasilkannya enzim protease, dari
beberapa jenis ikan. Hal ini dikarenakan ikan sendiri juga menghasilkan enzim
protease dalam tubuhnya. Protease pada ikan memiliki sifat molekul yang
beragam, tergantung pada spesies, organ, serta faktor lingkungannya. Enzim
protease dalam ikan sendiri umumnya terpusat dalam jaringan otot atau beragam
organ terutama organ pencernaan. Protease tersebut memiliki berbagai bobot
molekul (MW), suhu optimal, dan nilai aktivitas pH (Singh dan Benjakul, 2018).

Enzim protease menurut Syabhrir et al. (2020), pada tubuh ikan diproduksi
oleh pankreas yang bekerja mencerna protein menjadi peptida atau asam amino
agar dapat diserap oleh sel eritrosit yang terdapat pada dinding sebelah dalam
usus. Sel eksokrin pada pankreas bekerja menyintesis enzim protease. Jumlah
enzim protease yang disalurkan ke usus tergantung pada produksi enzim protease
dari pankreas. Enzim protease juga dapat dihasilkan melalui bantuan mikroba
dalam saluran pencernaan. Sumber enzim protease pada tubuh ikan dapat dilihat

pada Gambar 3.
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Jaringan Kulit/
Skin Protease

Jaringan Otot/
Muscle Protease

Saluran Pencernaan/
Digestive Protease

Gambar 3. Sumber Enzim Protease

Enzim protease yang bersumber dari hasil perikanan terdapat pada

beberapa organ pada beberapa spesies ikan. Beberapa sumber dari enzim

protease pada beberapa organ dan berbagai spesies dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Sumber Enzim Protease

Enzim Organ Spesies Referensi
Digestive  Hepatopancreas Udang galah Sriket et al., 2012
Protease (Macrobrachium

rosenbergii)
Udang vannamei Senphan et al.,
(Litopenaeus vannamei) 2015
Viscera Goby Nasri et al., 2015
(Zosterisessor
ophiocephalus)
Sardinella aurita Khaled et al.,
2011
Intestine Ikan Tenggiri Papan Rengasamy et
(Scomberomorus al., 2016
Guttatus)
Pyloric caeca Pacu (Colossoma Marcuschi et al.,
macropanum) 2010

Muscle Muscle Makarel Jack Jepang Yoshida et al.,

protease (Trachurus japonicas) 2015
Skin Skin Unicorn leatherjacket Ahmad et al.,
protease (Alutherus monoceros) 2011
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Gambar 4. a) Saluran Pencernaan (Scomberomorus Guttatus) (Rengasmy et al.,
2016); b) Jaringan Otot (Trachurus japonicas) (Yoshida et al., 2015) c) Kulit
(Alutherus monoceros) (Ahmad et al., 2011).

Organ pencernaan merupakan salah satu sumber utama sebagai produksi
enzim protease pada ikan dan dapat disebut sebagai digestive protease. Terdapat
beberapa organ pencernaan yang diketahui sebagai penghasil enzim protease
pada ikan seperti organ hepatopankreas pada penelitian (Sriket et al., 2012), organ
viscera/jeroan ikan pada penelitian (Nasri et al., 2011), organ usus pada penelitian
(Rengasamy et al., 2016). Bagian lain yang dapat menghasilkan enzim protease
yaitu bagian otot dan dapat disebut sebagai muscle protease. Terdapat beberapa
bagian pada otot yang diketahui sebagai penghasil enzim protease seperti bagian
otot pada penelitian (Yoshida et al., 2015). Bagian kulit juga dapat dijadikan
sebagai penghasil enzim protease yang dapat disebut sebagai skin protease.
Namun, pada bagian kulit jarang sekali ditemukan pada setiap spesies. Terdapat
beberapa penelitian yang menemukan kulit sebagai penghasil enzim protease

seperti pada penelitian (Ahmad et al., 2011).

# BRAWIJAYA
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Organ pencernaan merupakan organ yang berpotensi untuk menghasilkan
enzim protease. Hal ini dikarenakan, proses pencernaan pada ikan langsung
menuju saluran pencernaan. Selain itu, enzim protease pada tubuh ikan juga
dihasilkan pada pankreas. (Kandasamy et al., 2012).

3.3.3 Berat Molekul, Pengaruh pH dan Suhu Terhadap Aktivitas Enzim
Protease
Protease mengacu pada sekelompok enzim yang fungsi katalitiknya adalah

untuk menghidrolisis ikatan peptida. Protease memiliki beberapa parameter dalam
aktivitas enzim protease itu sendiri. Enzim protease akan memiliki aktivitas yang
maksimum jika mencapai titik-titik tertentu. Enzim protease memiliki titik optimum
nilai pH dan suhu untuk menentukan aktivitas maksimum dari enzim protease.
Disamping itu, enzim protease juga memiliki nilai kisaran dari berat molekul (Lario
et al., 2015). Beberapa referensi dari berat molekul dan pengaruh (pH dan suhu)
dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Berat Molekul, Pengaruh pH dan Suhu Terhadap Aktivitas Enzim
Protease

Sumber Tipe Berat pH Suhu Referensi
Enzim Molekul
Ikan Alkaline 20,1 kDa 9 40°C Maruthiah et al.,
Lemuru Serine 2013
(Sardinella  Protease
longiceps)
Kerang Alkaline 37 kDa 9 60-65°C  Padmapriya et al.,
Hijau Serine 2012
(Perna Protease
viridis)
Sedimen Alkaline 30 kDa 4 5-  30-60°C Chellappan et al.,
Laut Serine 7,5 2011
Coachin Protease
Cacing Serine 28 kDa 8-9 30-40°C Ge et al., 2018
Laut Siasia  Protease
Udang Serine 17 kDa 8 55°C Sriket et al., 2012
Galah Protease
Udang Serine 24 kDa 7-11 60°C Senphan et al.,
Vannamei Protease 2015
Makarel Cysteine 28 kDa 5 50°C Yoshida et al.,
Kuda Protease 2015
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3.3.4 Pengaruh Senyawa Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim Protease
Inhibitor enzim protease merupakan protein atau peptida yang mampu

menghambat aktivitas katalitik enzim proteolitik. Selain itu, penentuan inhibitor
enzim protease juga dapat menentukan golongan dari enzim protease. Terdapat
senyawa inhibitor yang diujikan pada enzim protease pada umumnya yaitu STI,
PMSF, TLCK dan EDTA (Mourdo dan Schwartz, 2013). Beberapa referensi dari

protein inhibitor yang menghambat aktivitas enzim protease dapat dilihat pada

Tabel 6.
Tabel 6. Pengaruh Senyawa Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim Protease
Sumber Protease Konsentrasi Relative Referensi
Inhibitor Activity
(%)
Marine EDTA 5mM 52 Abou-Elela et
Bacteria al., 2011
Ikan Kakap Kontrol - - Khantaphant
Umela SBTI 5 mM 99,2 dan Benjakul,
(Lutjanus vitta) EDTA 2 mM 1.4 2010
E-64 0,1 mM 0,5
TLCK 5mM 99,2
TPCK 5 mM 0,9
Ikan Trout Kontrol - - Andevari et
Pelangi Trypsin lg/L 14,84 al., 2019
(Oncorhynchus SBTI 1lg/L 19,62
Mykiss) EDTA 5mM 43,09
Pepstatin A 1g/L 93,45

3.3.5 Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitas Enzim Protease
Ikatan logam merupakan ikatan yang dibentuk akibat interaksi antar ion

logam yang berinteraksi dengan elektron valensinya yang tersebar di sekitarnya
dan membentuk awan elektron (Nursa’adah et al., 2020). Logam sendiri terdiri dari
logam monovalen dimana logam yang memiliki valensi 1 (Na*, K*) dan logam
monovalen yang memiliki valensi 2 (Ca?*, Mn?*, Zn?*, Cu?', Ba?*, Mg?*) (Khaled et
al., 2011). lon logam diketahui berperan sebagai kofaktor untuk aktivitas enzim,

dan sering berperan sebagai jembatan garam atau ion antara dua residu asam

32



-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

Tabel 7. Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitas Enzim Protease

amino yang berdekatan (Sevinc dan Demirkan, 2011).Beberapa referensi

pengaruh logam terhadap enzim protease dapat dilihat pada Tabel 7.

Sumber Logam Konsentrasi Relative Referensi
Protease Activity
(%)
Jamur HgCl, 5mM 94,53 Savitha et al.,
(G. putredinis) CuSOq4 5mM 69,49 2011
CaCl, 5 mM 38,91
ZnCl; 5 mM 63,34
Jamur HgCl, 5mM 97,52 Savitha et al.,
(T. harzianum) CuSO0q4 5mM 75,81 2011
CaCl> 5mM 52,20
ZnCl, 5mM 67,76
Jamur - - 100 Shankar et
(Beauveria) NaCl 1mM 100,94 al., 2011
CuCl; 1 mM 109,42
CoCl, 1mM 103,86
CdCl 1mM 96,99
MnCl; ImM 101,51
HgCl, 1 mM 90,38
CaCl, 1 mM 92,99
KCI 1 mM 91,71
FeCls 1mM 81,67
Marine Bacteria  CaSOg4 5 mM 42 Abou-Elela et
al., 2011
MgSO, 5mM 100
CuCl, 5 mM 110
PbCl, 5mM 90
MnCl; 5mM 45
CdCl, 5 mM 65

BRAWIJAYA
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3.4 Ekstraksi dan Purifikasi Enzim Protease

Produksi enzim protease dilakukan melalui dua tahapan yaitu: tahap
ekstraksi dan tahap purifikasi. Ekstraksi merupakan tahap dimana, dilakukan
pengekstraksian terhadap sampel yang diuji untuk mendapatkan hasil ekstrak
kasar. Dalam tahap ekstraksi ini, juga sering disebut sebagai tahap produksi enzim
protease. Nantinya, hasil ekstrak kasar inilah yang akan dilakukan uji aktivitas
enzim protease dengan cara dilakukan tahap purifikasi (Ramadhani et al., 2015).

3.4.1 Ekstraksi Enzim Protease
Proses ekstraksi enzim menurut Sholihati et al. (2015), dapat dilakukan

melalui 4 langkah proses yaitu:
1. Pemisahan bahan terlarut dari bahan baku.
2. Mengisolasi bahan baku dari larutan encer yang dihasilkan untuk
menghasilkan larutan yang lebih pekat.
3. Memurnikan bahan baku, menghilangkan spesies lain yang mungkin
mirip.
4. Pemurnian akhir.
Metode ekstraksi digunakan untuk memisahkan enzim (protein) yang terkandung
dalam larutan dengan menggunakan garam mineral, sehingga enzim yang
merupakan fraksi berat akan terendapkan di bawah
Limbah kepala (100 g) dicuci dengan aquades dan dihomogenisasi dengan
200 ml buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0 mengandung CaCl,) selama 5 menit. Hasil
dari proses homogenisasi disentrifugasi pada 10.000 rpm selama 30 menit.
Supernatan diambil dan digunakan sebagai sampel ekstrak kasar (Prihanto et al.,
2019).
Beberapa referensi proses ekstraksi enzim protease dari berbagai sumber
dengan perbedaan larutan buffer dan kecepatan proses sentrifugasi dapat dilihat

pada Tabel 8.
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' Tabel 8. Ekstraksi Enzim Protease
o Sumber Larutan Buffer Kecepatan Referensi
'g Sentrifugasi
> Sedimen Laut 0,05% MgSOs4 (pH 9) 12.000g, 4°C, Annamalai et al.,
o Parangipettai 20min 2014
e
"o
=
e _ _
@ Sardinella aurita 50mM Phosphate 13.000g, Khaled et al., 2011
Buffer (pH 7) 4°C;20min
Ilkan Patin 10mM Sitrat/HCI (pH 10.000g, 4°C; Vannabun et al.,
3) 10min 2014
Ikan Patin 10mM Tris-HCI, 10.000g, 40°C; Vannabun et al.,
10mM CaCl; (pH 8) 10min 2014
Ikan Tenggiri - 10.000g, 10°C; Rengasamy et al.,
Papan 10min 2016
(Scomberomorus
Guttatus)
Ikan Lemuru 1,5% peptone, 10.000g, 4°C Maruthiah et al.,
(Sardinella 1% glukosa, 2013
longiceps) 0,75% sodium nitrat,
0,1% potassium
klorida
0,1% magnesium
klorida

6%NaCl (pH 7)

Ekstraksi enzim protease pada umumnya dilakukan untuk menghasilkan ekstrak
kasar enzim yang selanjutnya akan dilakukan purifikasi untuk mengetahui aktivitas
dari enzim protease. Dari beberapa referensi diatas, dapat dilihat terdapat
beberapa metode dalam melakukan ekstraksi enzim protease. Ditemukan waktu
dan suhu inkubasi pada penelitian (Annamali et al., 2014), (Khaled et al., 2011),
(Padmapriya et al., 2012) dan (Maruthiah et al., 2013). Dari beberapa referensi ,
ditemukan pada semua penelitian bahwa dilakukannya proses sentrifugasi.
Proses sentrifugasi ini, merupakan proses akhir dalam ekstraksi untuk
menghasilkan supernatan sebagai bahan lanjutan untuk dilakukannya proses
purifikasi. Penentuan metode ekstraksi enzim tergantung oleh sumber enzim (Al-

Abdalall dan Al-Khaldi, 2016).

&
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3.4.2 Purifikasi Enzim Protease
Purifikasi enzim atau pemurnian enzim merupakan suatu proses yang

dilakukan untuk menghasilkan karakteristik enzim vyang lebih baik jika
dibandingkan dengan ekstrak kasar enzim. Proses purifikasi dapat dilakukan
melalui dua tahapan besar, yaitu pemurnian dalam jumlah besar dan pemurnian
dalam jumlah kecil. Proses purifikasi dilakukan berdasarkan dengan
memanfaatkan pH atau suhu ekstrim, partisi fase dengan pelarut organik,
penambahan bubur resin ion exchange maupun dengan teknik salting out.
Pemilihan metode purifikasi enzim protease bergantung pada sifat enzim yang

memiliki perbedaan kelarutan, ukuran dan muatan (Suhito, 2016).

3.4.2.1 Metode Presipitasi menggunakan Amonium Sulfat

Metode purifikasi yang sering digunakan yaitu dengan prinsip salting out
yang menggunakan amonium- sulfat. Prinsip salting out didasari oleh kompetisi
antara ion garam dan molekul protein untuk berikatan dengan air. Keuntungan dari
metode menggunakan amonium sulfat yaitu memiliki molaritas yang besar
sehingga hampir seluruh protein dapat diendapkan, memiliki densitas rendah
sehingga pada proses sentrifugasi amonium sulfat tidak ikut terendapkan, serta
akan menghasilkkan panas pelarutan yang rendah sehingga protein tidak
terdenaturasi (Octarya et al., 2013).

Pengendapan enzim kasar amonium sulfat dilakukan untuk tahap
pemurnian ' protease. Amonium sulfat ditambahkan ke enzim kasar dengan
saturasi (80%), diaduk selama 30 menit dan dibiarkan tahan semalaman pada
suhu 4°C. Endapan dikumpulkan melalui sentrifugasi pada 10000 rpm selama 10
menit, dilarutkan dalam 1-2 volume pelet 25 mM Tris—buffer HCI (pH 8) dan

didialisis dengan buffer yang sama pada suhu 4°C (Saranya et al., 2018).
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3.4.2.2 Metode Dialisis

Metode Dialisis merupakan metode purifikasi  bertujuan  untuk
meningkatkan kemurnian suatu molekul dalam tahap purifikasi. Dialisis merupakan
proses yang terjadi akibat adanya difusi pada membran semi permeabel (Younes
et al., 2014). Dialisis dilakukan agar garam-garam anorganik tidak mengganggu
tahap pemurnian enzim selanjutnya (Al-Abdalall dan Al-Khaldi, 2016). Dialisis
umumnya dapat dilakukan dengan menggunakan tabung selofan yang memiliki
ukuran pori-pori lebih kecil dari ukuran protein sehingga protein tidak dapat keluar
dari tabung selofan (Prihantini et al., 2013).

Sampel yang didialisis dimuat bagian atas DEAE-Sepharose Fast Flow
(Sigma, USA) kolom (1.2 x 20 cm) dan disetimbangkan dengan 50 mM Tris— Buffer
HCI pH 7,2. Protein tak terikat dikumpulkan dengan buffer yang sama dan protein
terikat dielusi oleh gradien linier dengan 0—1 M NaCl pada laju aliran 0,5 ml/menit
dan setiap fraksi (2,0 ml) dikumpulkan. Kemudian fraksi dianalisis untuk aktivitas
protease dan sangat tinggi fraksi aktif dikumpulkan dan dipekatkan dengan
menggunakan Ultra filter sentrifugal. Semua elusi dipantau dengan pengambilan
absorbansi pada 280 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Maruthiah et al.,
2013).
3.4.2.3 Metode lon Exchange Chromatography (IEC)

lon Exchange Chromatography (IEC) merupakan teknik penyerapan
yangbanyak digunakan untuk memisahkan peptida, protein, asam nukleat dan
biopolimer yang memiliki muatan tertentu dengan ukuran dan sifat molekul yang
berbeda (Bhattacharrya dan Rohrer, 2012). Prinsip dari IEC terjadinya
pembentukan ikatan ionik akibat muatan ion yang berbeda. Tingkat interaksi terjadi

tergantung dari muatan yang dimiliki (Fekete et al., 2015).
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Pada mekanisme kerja ion exchange chromatography (IEC), ion yang
memiliki muatan positif akan mengikat ion yang memiliki muatan negatif yang
disebut anion exchanger. Sedangkan ion yang memiliki muatan negatif akan
mengikat ion yang memiliki muatan positif disebut cation exchanger. Mula-mula
grup ion exchanger disiapkan pada fase diam berdasarkan karakteristik pH dan
kekuatan ioniknya (Suhito, 2016)

Tahap pemurnian menggunakan metode kromatografi penukar ion
menurut Nadeem et al. (2013), dilakukan dengan memasukkan larutan enzim pada
matriks DEAE Sephadex A 50 yang telah di ekuilibrasi dengan larutan buffer fosfat
(0,05 M; pH 7,0). Kemudian, dilakukan elusi pada kolom matriks menggunakan
larutan buffer yang sama dengan tujuan melarutkan protein yang tidak terikat
dalam matriks. Hasil protein yang tidak larut dalam matriks dibilas dengan
menggunakan larutan NaCl 0,05 M pada larutan buffer serupa pada kecepatan
aliran elusi 30 ml/jam dengan hasil elusi 3 ml dan dilakukan pengukuran pada

panjang gelombang sebesar 280 nm serta pengukuran aktivitas protease

3.4.2.4 Metode Exclusion Chromatography

Kromatografi eksklusi sering disebut kromatografi permeasi gel atau filtrasi
gel. Fase diam tidak berpengaruh pada proses metode kromtografi ekskusi. .
Pemisahan pada kromatografi eksklusi didasarkan pada ukuran molekul zat
tertentu. Prinsip dari- pemisahan kromatografi eksklusi, dimana perbedaan
komponen ukuran akan mempengaruhi lama waktu terjadinya etensi (Febrian et
al., 2015).

Sampel hasil pemurnian menggunakan kromatografi penukar ion (IEC)
dimasukkan ke dalam kolom berisi Sephadex G-50 size exclusion chromatography

yang telah di ekuilibrasi. Elusi dilakukan dengan menggunakan larutan buffer Tris-
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HCI (20 mM, pH 8,0) sebanyak 1 CV (column volume) dan fraksi ditampung setiap

4 ml (Nasution et al., 2018).

3.4.2.5 Metode Kromatografi Adsorpsi

Salah satu metode kromatografi yang sejak lama telah digunakan
Wulandari, (2011). adalah metode kromatografi adsorpsi. Zat padat berperan
sebagai fase diam sedangkan zat cair atau gas berperan sebagai fase gerak
dalam metode kromatografi adsorpsi. Bentuk padat yang terbentuk pada fase diam
dapat berupa gel silika atau aluminia yang luas permukannya relatif besar. Prinsip
pemisahan pada metode kromatrogafi adsorpsi, didasarkan pada adsorpsi analit
pada permukaan fase diam.

Pemurnian sampel mangrove dilakukan dengan kromatografi lapis tipis
(KLT). KLT dilakukan pada plat silika gel (Merck) pada eluen kloroform dan
metanol dengan perbandingan 60:40, 40:60, 50:50, 30:70, 20:80, 10:90.
Penampak noda yang digunakan adalah pereaksi serium sulfat (Mustopa et al.,
2012).
3.4.2.6 Metode Kromatografi Partisi

Kromatografi partisi memiliki fase diam dan fase gerak berupa zat cair atau
gas. Prinsip pemisahan kromatografi partisi dilakukan akibat adanya perbedaan
kelarutan komponen pada fase diam dengan fase gerak yang biasa disebut
dengan gas chromatography atau adanya perbedaan kelarutan komponen dalam
fase gerak dengan fase diamnya yang biasa disebut liquid chromatography.
Contoh khas dari kromatografi partisi yang sering digunakan karena efisien
sebagai pemisah senyawa organtik adalah kromatografi kolom (Ardianingsih,
2010).

Untuk  mengkarakterisasi  produk yang dibentuk oleh  aksi

fruktosiltransferase pada sukrosa dilakukan menggunakan kromatografi kertas.
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Tabel 9. Purifikasi Enzim Protease

reagen penyemprotan (Dake dan Kumar, 2012).

dan jenis purifikasi dapat dilihat pada Tabel 9.

Komposisi sistem pelarut yang digunakan etil asetatiisopropanol:air:piridin
(26:14:7:2). Campuran pelarut direaksikan dengan larutan gula (glukosa, fruktosa
dan maltosa) pada kertas kromatografi Whatman No. 1 dan dibiarkan selama 5
jam. Kemudian, kertas kromatografi dikeluarkan dan dikeringkan di udara. Gula

yang dipisahkan, divisualisasikan menggunakan Aniline diphenylamine sebagai

Beberapa referensi purifikasi enzim protease dari berbagai sumber enzim

Sumber Jenis Purifikasi Metode Purifikasi Referensi

Limbah ikan Semi Presipitasi, Saranya et

Dialisis al., 2018
Kromatografi
Penukaran lon
Ikan Nila Parsial Presipitasi, Prihanto et
(Oreochromis Dialisis al., 2019
niloticus)
Sedimen muara Parsial Presipitasi Maruthiah et
Rajakkamangalam Dialisis al., 2017
Ikan Tenggiri Parsial Presipitasi, Rengasamy
Papan Dialisis etal., 2016
(Scomberomorus
Guttatus)

Ikan Lemuru Semi Presipitasi, Maruthiah et
(Sardinella Dialisis al., 2013
longiceps) Kromatografi

Penukaran lon
Kerang Hijau Semi Presipitasi, Padmapriya
(Perna viridis) Dialisis et al., 2012
Kromatografi
Penukaran lon
Ikan Kakap Umela Semi Presipitasi, Khantaphant
(Lutjanus vitta) Dialisis dan Benjakul,
Kromatografi 2010
Penukaran lon
Jamur (Pleurotus - Dialisis, Ma et al.,
eryngii) Kromatografi 2014
Eksklusi
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Jamur - Dialisis, Yang et al.,
(Flammulina Kromatografi 2012
velutipes) Eksklusi
Bakteri (E. Coli) - Presipitasi, Nasution et
Dialisis, al., 2018
Kromatografi
Eksklusi
Ekstrak Buah - Kromatografi (Mustopa et
Mangrove Adsorpsi al., 2012)
(Avicennia
marina)
Paprika - Kromatografi Rebecca et
(Capsicum Adsorpsi al., 2014
annuum)
Jamur Parsial Presipitasi, Dake dan
(Aureobasidium Kromatografi Kumar, 2012
pullulans) Partisi

Purifikasi dilakukan untuk mengetahui aktivitas enzim protease secara
terperinci. Purifikasi sendiri terbagi menjadi dua jenis yaitu semi purifikasi dan
purifikasi parsial. Dari beberapa referensi pada Tabel 9, dapat dilihat bahwa
terdapat beberapa penelitian yang melakukan tahap purifikasi secara berbeda.
Pada penelitian (Saranya et al., 2018), (Padmapriya et al., 2012) dan (Khantaphan
dan Benjakul, 2010) dapat diketahui bahwa dilakukan semi purifikasi dengan
penggunaan DEAE-Sephacel Column Chromatography. Sedangkan, pada
penelitian (Prihanto et al., 2019), (Rengasamy et al., 2016) dan (Maruthiah et al.,
2013) dan dapat diketahui bahwa dilakukan purifikasi parsial dengan penggunaan
Sephadex G-25 pada penelitian (Rengasmy et al., 2016 dan Maruthiah et al.,
2013) dan penggunaan cellophane pada penelitian (Prihanto et al., 2019). Pada
penelitian (Ma et al., 2014), (Yang et al., 2012) dan (Nasution et al., 2018)
dilakukan  purifikasi ‘menggunakan metode kromatografi eksklusi dengan
Sephadex G-100 size exclusion. Pada penelitian (Mustopa et al., 2012) dan
(Rebecca et al., 2014) dilakukan purifikasi menggunakan metode kromatografi
adsorpsi dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Pada penelitian (Dake dan Kumar,

2012) dilakukan purifikasi menggunakan metode kromatografi partisi dengan
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kromatografi kertas.

Perbedaan dari semi purifikasi dan purifikasi parsial terdapat pada metode
pemurnian yang digunakan, dimana pada semipurifikasi dilakukan tiga metode
pemurnian yaitu presipitasi, dialisis dan pertukaran ion dengan kromatografi.
Sedangkan pada purifikasi parsial, pada umumnya hanya dilakukan dua metode
pemurnian yaitu presipitasi dan dialisis. Hasil purifikasi yang dihasilkan dari semi
purifikasi - lebih  murni dibandingkan yang dihasilkan dari purifikasi parsial.
Perbedaan dua metode ini, tentunya dilakukan bergantung sesuai dengan tujuan
dilakukannya sebuah penelitian (Suhito, 2016). Penggunaan metode pertukaran
ion kromatografi sangat cocok untuk purifikasi enzim protease, dikarenakan
merupakan teknik yang paling baik dalam memisahkan peptida dan protein

dibandingkan dengan teknik kromatografi yang lain.
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3.4.2.7 Summary of Purification
Beberapa referensi terkait hasil purifikasi pada tabel summary of purification dari enzim protease yang berasal dari beberapa sumber
dapat dilihat pada Tabel 10.

Tabel 10. Tabel Summary of Purification

Sumber  Standar Step Total Activity  Total Protein  Specific Activity Yield Purification  Referensi
(V) (mg) (U/mg) (%) fold
lkan BSA Kultur Filtrat 165,9 404,45 0,410 100 1,0 Maruthiah
Sarden Presipitasi 98,89 134,2 0,73 59,60 1,78 et al., 2013
Amonium Sulfat
DEAE Sepharose 62,9 14,6 4,30 37,91 10,48
Sephadex G-75 39,8 3,51 11,33 23,99 27,63
Limbah BSA Ekstrak Kasar 10.075,3 115,3 87,4 100 1,0 Saranya et
lkan Presipitasi 7378,0 40,5 182,2 73,2 2,1 al., 2018
Amonium Sulfat
Sephadex G-25 1065,8 3,1 343,8 10,6 3,9
DEAE column 774,9 2,2 352,2 7,7 4,0
§ Kepala BSA Ekstrak Kasar 42,93 72,0 0,60 - 1,0 Prihanto, et
< Ikan Nila (NH4)2S04 30% 16,56 6,6 2,51 - 4,18 al., 2019
S ” (NH4)2S04 40% 21,40 5,3 4,04 - 6,73
g (NH.4)2S04 50% 20,87 5,0 4,17 - 6,90
é (NH4)2S04 60% 20,88 3,9 5,35 - 8,92
2 Dialisis 30,21 2,37 12,75 - 21,25
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Pada summary of purification terdapat beberapa parameter yang diketahui
seperti aktivitas total, total protein, aktivitas spesifik, persentase yield dan
purification fold. Pada summary of purification dilakukan beberapa uji pada setiap
tahapan proses purifikasi untuk mengetahui pada metode mana yang
menghasilkan enzim protease yang terbaik. Hasil yang diharapkan dari proses
purifikasi enzim ini ialah didapatkan yield dari enzim maksimal yang diisolasi dan
kenaikan aktivitas spesifik serta purification factor-nya (Suhito, 2016). BSA (Bovine
Serum Albumin) dilakukan sebagai standar pengukuran protein. BSA digunakan
sebagai kurva standar yang digunanan sebagai pembanding untuk menentukan
kadar protein dari absorbansi pada pengukuran dengan spektrofotometer (Xu et
al., 2013).

3.4.3 Perhitungan Aktivitas Enzim Protease
3.4.3.1 Perhitungan Berat Molekul Enzim Protease

Berat molekul enzim yang dimurnikan ditentukan dengan menggunakan
metode Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) menggunakan gel penyusun 5% (w/v) dan 12% (w/v) gel pemecah
polyarsilamida. Setelah elektroforesis, gel diwarnai dengan Coomassie Brilliant
Blue (CBB) R-250 dan dihancurkan dengan larutan yang mengandung
metanol:asam asetat glasial:air suling (1: 1: 8). Kalibrasi dilakukan dengan

menggunakan kit penanda protein jarak rendah (Mander et al., 2011).
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Gambar 5. Hasil Analisis Berat Molekul Enzim Protease (Mander et al., 2015)

Pada Gambar 5, didapatkan hasil dari analisis berat molekul enzim protease.
Pada hasil analisis terdapat dua kolom (1 dan 2). Kolom 1 merupakan merupakan
protein standar dengan nilai kDa sebagai penanda. Sedangkan kolom 2
merupakan nilai kDa dari berat molekul enzim protease yang dianalisis. Sehingga,
pada analisis berat molekul enzim pada Gambar 5 didapatkan berat molekul

sebesar 18 kDa.

3.4.3.2 Perhitungan Aktivitas Enzim Protease Terhadap pH

Aktivitas enzim protease dapat ditentukan oleh nilai pH optimum bagi
enzim protease. Penentuan pH optimum dari enzim yang dimurnikan dilakukan
pada kisaran pH 6,0-13,0 pada 70°C menggunakan kasein 1% (w/v) sebagai
substrat. Pengaruh pH terhadap stabilitas enzim protease diuji dengan
menginkubasi enzim dalam buffer dengan nilai pH yang berbeda dalam kisaran
nilai pH 5,0-13,0 selama 1 jam pada suhu 25°C. Larutan buffer yang digunakan:
natrium asetat 100 mM untuk buffer pH 5.0-6.0; 100mM Kkalium fosfat untuk pH
7.0-7.5; Tris-HCI 100 mM untuk pH 8.0-8.5; 100mM glisin-buffer NaOH untuk pH

9.0- 11.0 dan 100mM KCI — NaOH untuk pH 12.0-13.0. (Jellouli et al., 2011).
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PH optimum dari ekstrak protease kasar ditentukan pada kisaran pH 5,0-
13,0 menggunakan kasein sebagai substrat pada suhu 50°C. Untuk pengukuran
stabilitas pH, ekstrak protease kasar diinkubasi selama 1 jam pada suhu 4°C dalam
larutan penyangga yang berbeda dan aktivitas proteolitik sisa, ditentukan dalam
kondisi uji standar. Larutan penyangga yang digunakan: 100 mM natrium asetat
untuk pH 5.0-6.0; Tris-HCI untuk pH 7.0-8.0; glisin-NaOH untuk pH 9.0-11.0,

NazHPO.-NaOH untuk pH 12,0 dan KCI untuk pH 13,0 (Nasri et al., 2011).

a 120
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®
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=
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Gambar 6. Hasil Analisis Aktivitas Enzim Protease Terhadap pH (Mander et al.,
2015)

3.4.3.3 Perhitungan Aktivitas Enzim Protease Terhadap Suhu

Aktivitas optimal dari enzim protease dapat ditentukan oleh nilai suhu
optimal dari enzim protease. Untuk menentukan suhu optimal dari enzim protease
dilakukan pada suhu yang berbeda (20-90°C). Larutan kasein (1% wi/v) dalam 50
mM dari buffer campuran (pH 5,5) diinkubasi pada suhu yang diinginkan selama 5
menit, dan kemudian pengujian dapat dilakukan (Salehi et al., 2017).

Pengaruh suhu pada aktivitas protease ditentukan mulai dari suhu 50°C
sampai 80°C menggunakan kasein sebagai substrat selama 10 menit dalam
100mM glycine-buffer NaOH pada pH 10,0. Stabilitas suhu diperiksa dengan

menginkubasi enzim yang dimurnikan selama 120 menit pada suhu yang berbeda.
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Pada kondisi standar, enzim yang tidak dipanaskan dianggap sebagai kontrol
(100%) (Souza et al., 2017).

Pengaruh suhu terhadap produksi protease menurut Maghsoodi et al.
(2013), dapat ditentukan dengan cara menumbuhkan bakteri: dalam media
fermentasi yang diatur pada suhu yang berbeda (25-55°C) pada 150 rpm dan pH
7,6. Pengaruh kecepatan agitasi terhadap produksi protease ditentukan dengan
media inkubasi bakteri fermentasi pada suhu 37°C, pH 7,6 dalam kondisi

penghomogenan; 100, 130, 150, 180,200 rpm.

1 120
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1040

80

a0

40

Relative activity (%)

z0

U]
o 0 40 60 850 104
Temperature (C)

Gambar 7. Hasil Analisis Enzim Protease Terhadap Suhu (Mander et al., 2015)

3.4.3.4 Analisis Pengaruh Sengawa Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim
Protease
Analisis inhibitor enzim protease dilakukan untuk mengetahui aktivitas
residu dari inhibitor enzim protease terhadap aktivitas enzim protease. Protease
inhibitor ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) konsentrasi 5 mM diuji dengan
dilakukan inkubasi pada suhu 50°C dalam 30 menit dan dilakukan pengukuran
aktivitas residu (%) dengan uji protease standar (Abou-Elela et al., 2011)
Inhibitor protease (PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), TLCK (Tosyl-L-
lysyl-chloromethane hydrochloride, STI (Soybean trypsin inhibitor) dan EDTA

(ethylene diamine tetraacetic acid)) dengan konsentrasi 1 mM diinkubasi selama

1 jam pada suhu ruang. Aktivitas residu (%) pada masing-masing campuran enzim
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diuji dengan metode Bergmeyer (Sajuthi et al., 2011). Inkubasi merupakan masa
antara inokulasi sampai pertumbuhan koloni yang memiliki - karakteristik

(Sulistyarsi et al., 2016).

1200 1
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60 9
40 4
20 9
0 - = . = = = =

Gambar 8. Aktivitas Inhibitor Enzim Protease (Saranya et al., 2018)

Relative Activity (%)

3.4.3.5 Analisis Pengaruh Logam Terhadap Aktivitas Enzim Protease

Untuk mengetahui pengaruh ion logam terhadap aktivitas protease,
dilakukan reaksi enzim dengan menginkubasi campuran reaksi yang mengandung
1,0 ml enzim; 4,0 ml buffer sodium fosfat (50 mM; pH 7,0); 1% substrat kasein; 1,0
ml logam dengan konsentrasi 5 mM larutan ion (Hg?*, Cu?*, Ca?*, Zn?*) (Savitha et
al., 2011).

Pengaruh berbagai ion logam (5 mM) terhadap aktivitas protease adalah
dipelajari dengan menambahkan logam monovalen (Na® dan K*) dan logam
divalen (Ca?*, Mn?*, Zn?*, Cu?*, Fe?", Hg?", Ba?*, Mg?") ion logam ke campuran
reaksi. Aktivitas sampel tanpa ion logam digunakan sebagai kontrol (Andevari et
al., 2019).

35 Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan

Protease merupakan salah satu enzim yang berperan penting sebagai
nutrisi dan pengaturan peran di alam. Protease secara fisiologis diperlukan untuk

organisme hidup. Hal ini menyebabkan, enzim protease hampir dapat ditemukan
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pada semua makhluk hidup (Muthulakshmi et al., 2011). Beberapa organ seperti
lambung, pankreas dan usus dari produk samping adalah sumber penghasil enzim
yang cukup besar (Shahidi et al., 2019). Enzim protease dapat ditemukan pada
organ dari ikan yang tidak dimanfaatkan. Organ dari ikan yang memiliki kandungan

enzim protease yang cukup tinggi terdapat pada bagian organ saluran pencernaan
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khususnya organ jeroan (Chaijaroen dan Thongruang, 2016). Beberapa referensi
enzim protease dari limbah hasil perikanan dapat dilihat pada Tabel 11.

Tabel 11. Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan

Sumber Organ Jenis Protease Referensi
Ikan Trout Pelangi Jeroan Alkaline Andevari et al.,
(Oncorhynchus Mykiss) Protease 2019
Ikan Rohu Jeroan - Geethanjali dan
(Labeo rohita) Subash, 2012
Ikan Kakap Merah Jeroan Alkaline Sabtecha et al.,
(Lutjanus campechanus) Protease 2014
Ikan Tenggiri Papan Jeroan Alkaline Sabtecha et al.,
(Scomberomorus Protease 2014
guttatus)
Ikan Barakuda Jeroan Alkaline Sabtecha et al.,
(Sphyraena barracuda) Protease 2014
Ikan Cucut Jeroan Alkaline Sabtecha et al.,
(Rhizoprionodon acutus) Protease 2014
lkan Lemuru Jeroan Alkaline Sabtecha et al.,
(Sardinella longiceps) Protease 2014
Kerang Hijau Cangkang = Alkaline Serine = Padmapriya et al.,
(Perna viridis) Protease 2012
lkan Lemuru Usus Alkaline Serine Maruthiah et al.,
(Sardinella longiceps) Protease 2013
Limbah lkan Jeroan Alkaline Saranya et al.,
Protease 2018
Sardinella aurita Jeroan Aspartic Khaled et al., 2011
Protease
lkan Nila Kepala - Prihanto et al.,
(Oreochromis niloticus) 2019
Serranus scriba Jeroan Alkaline Nasri et al., 2015
Protease
Ikan Makarel Jack Otot Sistein Yoshida et al., 2015
Jepang Protease
(Trachurus japonicus)
Ikan Patin Jeroan Alkaline Vannabun et al.,
Protease 2014
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Ikan Tenggiri Papan Usus Alkaline Rengasamy et al.,
Protease 2016
(Scomberomorus
Guttatus)
Goby Jeroan Alkaline Nasri et al., 2011
(Zosterisessor Protease
ophiocephalus)
Ikan Pari Punggung Jeroan Alkaline Nasri et al., 2011
(R. clavata) Protease
Scorpionfishes Jeroan Alkaline Nasri et al., 2011
(S.scrofa) Protease
Ikan Kakap Umela Pyloric Serine Khantapant dan
(Lutjanus vitta) caeca Protease Benjakul, 2010
Ikan Nila Jeroan Alkaline Ketnawa et al.,
(Nile tilapia) Protease 2013

Berdasarkan beberapa referensi dari enzim protease yang dihasilkan dari limbah
hasil perikanan menunjukkan bahwa organ saluran penceranaan (jeroan) yang
paling banyak menghasilkan enzim protease. Hal ini dikarenakan, proses
pencernaan dari ikan melalui mulut dan langsung menuju saluran pencernaan
sehingga aktivitas untuk memecah protein paling banyak pada saluran penceraan
dibandingkan dengan kulit dan otot.

Enzim protease menurut Syahrir et al. (2020), merupakan enzim hidrolase
yang merupakan enzim yang memecah substrat dengan bantuan air. Proses kerja
dari enzim protease sendiri dapat dijelaskan sebagai rantai berjalan, yaitu setelah
makanan masuk ke dalam saluran pencernaan (dari lambung menuju usus) yang
diikuti oleh produksi enzim protease. Dengan masuknya makanan yang sebagian
besar dicerna dalam saluran pencernaan, maka enzim protease banyak ditemukan
pada saluran pencernaan dari ikan. Pada penelitian Sabtecha et al. (2014),
aktivitias enzim protease pada jeroan dari ikan kakap merah sebesar 57,67 U,
sedangkan aktivitas spesifik enzim protease sebesar 58,80 U/mg.

3.5.1 Ekstraksi Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan
Beberapa referensi ekstraksi enzim protease dari limbah hasil perikanan

dari berbagai macam sumber spesies dan organ dapat dilihat pada Tabel 12.
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e Tabel 12. Ekstraksi Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan
== Sumber Organ Larutan Buffer Kecepatan Referensi
e Sentrifugasi
:5 Limbah lkan Jeroan 0,1 mM Tris-HCI (pH 8) 10.000gq, 4°C; Saranya et al.,
= 10min 2018
3 Ikan Rohu Jeroan 10 mM Tris-HCI (pH 8) 8.500g, 4°C; Geethanjali
@ (Labeo rohita) 30min Subash, 2012
Giant Catfish Jeroan 10 mM Tris-HCI, 10.000g, 40°C; Vannabun et al.,
10 mM CacClz (pH 8) 10min 2014
Sardinella aurita  Jeroan 50 mM fosfat buffer (pH 7) 13.000g, 4°C; Khaled et al., 2011
20min
Ikan nila Kepala 10 mM Tris-HCI (pH 8) 10.000g, 30 min Prihanto et al.,
(Oreochromis 2019
niloticus)
Serranus scriba  Jeroan 10 mM Tris-HCI (pH 8) 8.500g, 4°C; 30 Nasri et al., 2015
min
Ikan Barakuda  Jeroan 10 mM Tris-HCI (pH 8) 8.500g, 4°C; 30 Nasri et al., 2011
(Sphyraena min
barracuda)
Ikan Cucut Jeroan 10 mM Tris-HCI (pH 8) 8.500g, 4°C; 30 Nasri et al., 2011
(Rhizoprionodon min
acutus)
Ikan Lemuru Jeroan 10 mM Tris-HCI (pH 8) 8.500g, 4°C; 30 Nasri et al., 2011
(Sardinella min
longiceps)

Metode ekstraksi merupakan salah satu faktor penting yang perlu
diperhatikan dalam memproduksi enzim. Ekstraksi merupakan tahap awal yang
dilakukan dalam proses produksi enzim protease dari sumber enzim. Penentuan
metode ekstraksi bergantung pada sumber dari enzim protease. Metode ekstraksi
dari sumber hewan laut seperti ikan biasanya dilakukan dengan menggunakan

buffer. Larutan buffer dalam proses ekstraksi berfungsi untuk mempertahankan pH

<C
=
=

(Lamas et al.,, 2017). Pada beberapa referensi ekstraksi enzim protease dari
limbah hasil perikanan pada Tabel 12, dapat diketahui bahwa proses ekstraksi
menggunakan larutan buffer yaitu Tris-HCI pH 8. Setelah dilarutkan dalam larutan
buffer, ekstraksi dilanjutkan dengan proses sentrifugasi hingga dihasilkan
supernatan sebagai ekstrak kasar. Tris-HCl merupakan senyawa organik yang

sering digunakan sebagai larutan buffer untuk gel elektroforesis. Tris-HCI sangat
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3.5.2 Purifikasi Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan
Beberapa referensi tahap purifikasi enzim protease dari limbah hasil

Tabel 13. Purifikasi Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan

larut dalam air dan bereaksi pada pH 7,0-9,0. Tris-HCI paling sering digunakan
dengan penggunaan SDS. Tris-HCI berguna untuk mempertahankan pH dan

dapat bereaksi pada asam kuat maupun basa kuat (Cui et al., 2017).

perikanan dari berbagai sumber spesies dan organ dapat dilihat pada Tabel 13.

Penukaran lon

Sumber Organ Jenis Metode Referensi
Purifikasi Purifikasi
Limbah ikan Jeroan Semi Presipitasi, Saranya et
Dialisis al., 2018
Kromatografi
Penukaran lon
Ikan nila Kepala Parsial Presipitasi, Prihanto et
(Oreochromis Dialisis al., 2019
niloticus)
lkan Trout Jeroan Parsial Presipitasi, Andevari et
Pelangi Dialisis al., 2019
(Oncorhynchus
mykiss)
Ikan Rohu Jeroan Semi Presipitasi, Geethanjali
(Labeo rohita) Dialisis dan Subash,
Kromatografi 201)
Penukaran lon
Sardinella aurita Jeroan Semi Presipitasi, Khaled et al.,
Dialisis 2011
Kromatografi
Penukaran lon
Ikan Tenggiri Usus Parsial Presipitasi, Rengasamy
Papan Dialisis et al., 2016
(Scomberomoru

s Guttatus)

Ikan Lemuru Usus Semi Presipitasi, Maruthiah et
(Sardinella Dialisis al., 2013
longiceps) Kromatografi

Penukaran lon
Kerang Hijau Cangkang Semi Presipitasi, Padmapriya
(Perna viridis) Dialisis etal., 2012
Kromatografi
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Ikan Makarel Otot Semi Presipitasi, Yoshida et
Jack Jepang Dialisis al., 2015
(Trachurus Kromatografi
japonicus) Penukaran lon
Ikan Kakap Pyloric Semi Presipitasi, Khantapant
Umela caeca Dialisis dan Benjakul,
(Lutjanus vitta) Kromatografi 2010

Penukaran lon

Pada Tabel 13, terdapat beberapa referensi dari purifikasi enzim protease
dari limbah hasil Perikanan. Dari beberapa penelitian, terdapat dua jenis purifikasi
yang dilakukan yaitu purifikasi parsial dan semi purifikasi. Semi purifikasi seperti
pada penelitian (Saranya et al., 2018), (Geethanjali dan Subash, 2018), (Khaled et
al., 2011), (Maruthiah et al., 2013), (Padmapriya et al., 2012), (Yoshida et al., 2015)
dan (Khantapant dan Benjakul, 2010) dilakukan dengan tiga metode purifikasi
yaitu dimulai dengan presipitasi amonium sulfat, dialisis dan penukaran ion
kromatografi. Pada penukaran ion kromatografi, dilakukan dengan menggunakan
bantuan DEAE (diethylaminoethanol) kromatografi. Sedangkan purifikasi parsial
seperti pada penelitian (Prihanto et al., 2019), (Andevari et al., 2019) dan (Gayatri
et al.,, 2016) dilakukan hanya dengan dua metode purifikasi yaitu presipitasi
amonium sulfat dan dialisis. Perbedaan dari dua metode ini, jika pada semi
purifikasi dihasilkan enzim protease yang lebih murni dibandingkan pada purifikasi

parsial (Suhito, 2016).
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Beberapa referensi hasil purifikasi enzim protease pada tabel summary of purification dari beberapa limbah hasil perikanan dapat dilihat

pada Tabel 14.

Tabel 14. Tabel Summary of Purification Enzim Protease dari Limbah Hasil Perikanan

Sumber Organ Standar Step Total Total Specific  Yield (%) Purification Referensi
Activity Protein Activity fold
(V) (mg) (U/mg)
Ikan Trout Jeroan BSA Ekstrak 152,24 433 0,35 100 1,00 Andevari et
Pelangi Kasar al., 2019
(Oncorhynchus (NH1)2S04 1,39 4,1 0,34 0,91 0,96
i ey 20-40%
(NH.)2S04 101,36 88 1,16 66,6 3,29
40-60%
(NH4)2S04 5,56 43 0,59 16,79 1,67
60-80%
lkan Rohu Jeroan BSA Ekstrak 103,00 160 0,64 100 1,00 Geethanjali
(Labeo rohita) Kasar dan
versit; Subash,
Presipitasi 56,00 54,00 1,04 54,40 1,60 2012
Dialisis 53,00 44,25 1,20 51,50 1,90
DEAE- 5,60 0,65 8,62 5,44 13,40
cellulose
filtrate
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Ikan Kakap
Merah

(Lutjanus
campechanus)

Jeroan BSA Ekstrak
Kasar

Presipitasi

Sephadex
G-100

7,22

4,44
0,98

27,40

42,20
57,63

3,97

9,50
58,80

Sabtecha
et al., 2014
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Referensi pada Tabel 14, menunjukkan tabel summary of purification dari
beberapa penelitian. Pada penelitian (Andevari et al., 2019), didapatkan purifikasi
akhir dengan nilai' yield 16,79 dan purification fold 1,67. Didapatkan enzim
protease paling murni pada tahap presipitasi dengan (NH.),S04 konsentrasi 40-
60% dengan nilai aktivitas spesifik tertinggi 1,16 U/mg. Pada penelitian
(Geethanjali dan Subash, 2018), didapatkan purifikasi akhir dengan nilai yield 5,44
dan purification fold 13,40. Didapatkan enzim protease paling murni pada tahap
penukaran ion dengan DEAE-cellulose filtrate dengan nilai aktivitas spesifik
tertinggi 8,62 U/mg. Pada penelitian (Sabtecha et al., 2014), tidak ditemukan nilai
yield dan purification fold hamun didapatkan enzim protease paling murni pada
tahap dialisis dengan Sephadex G-100 dengan nilai aktivitas spesifik tertinggi
58,80 U/mg.

3.5.3 Berat Molekul, Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Aktivitas Enzim
Protease dari Limbah Hasil Perikanan
Beberapa referensi aktivitas enzim protease (berat molekul, pH dan suhu)

dari berbagai sumber limbah hasil perikanan dapat dilihat pada Tabel 15.

Tabel 15. Berat Molekul, Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Aktivitas Enzim
Protease dari Limbah Hasil Perikanan
Sumber Organ Tipe Berat pH Suhu Referensi

Enzim - Molekul
Kerang Hijau Cangkang Alkaline 37 kDa 8 70°C  Padmapriya

(Perna Serine et al., 2012
viridis) Protease
Ikan Lemuru Usus Alkaline 18,3 9 40°C  Maruthiah et
(Sardinella Serine kDa al., 2013
longiceps) Protease
Ikan Nila Kepala - - 7,5 38°C Prihanto et
(Oreochromis al., 2019
niloticus)
Ikan Makarel Otot Sistein 28 kDa 5 50°C Yoshida et
Jack Jepang Protease al., 2015
(Trachurus
japonicus)
Serranus Jeroan Alkaline 17kDa 11 50°C Nasri et al.,
scriba Protease 2015
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Sardinella Jeroan Aspatrtic - 3 40°C Khaled et al.,
aurita Protease 2011
Limbah lkan Jeroan Alkaline 33 kDa 8 30°C Saranya et

Protease al., 2018

Referensi pada Tabel 15, didapatkan aktivitas enzim protease dari limbah
hasil perikanan berdasarkan berat molekul, pengaruh pH dan pengaruh suhu
terhadap enzim protease. Pada penelitian (Padmapriya et al., 2012) didapatkan
berat molekul sebesar 37 kDa. Pada penelitian (Maruthiah et al., 2013) didapatkan
berat molekul sebesar 18,3 kDa. Pada penelitian (Yoshida et al., 2015) didapatkan
berat molekul sebesar 28 kDa. Pada penelitian (Nasri et al., 2015) didapatkan
berat molekul sebesar 11 kDa. Pada penelitian (Saranya et al., 2018) didapatkan
berat molekul sebesar 33. Pengukuran berat molekul pada enzim protease
dilakukan menggunakan bantuan Sodium Deodecyl Sulfate-Polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE).

Aktivitas optimum enzim = protease terhadap pH pada penelitian
(Padmapriya et al., 2012), yaitu pada pH 8 dengan dilakukan uji menggunakan
larutan kasein pada pH (6,0-10,0). Pada penelitian (Maruthiah et al., 2013),
didapatkan efek pH terhadap aktivitas enzim protease yaitu pada pH 9. dengan
dilakukan uji pada pH (5,0-10,0). Pada penelitian (Prihanto et al., 2019),
didapatkan efek pH terhadap aktivitas enzim protease yaitu pada pH 7,5 dengan
dilakukan uji menggunakan penyangga fosfat pada pH (4,0-10,0). Pada penelitian
(Yoshida et al., 2015), didapatkan efek pH terhadap aktivitas enzim protease yaitu
pada pH 5 dengan dilakukan uji pada pH (2,0-10,0). Pada penelitian (Nasri et al.,
2015), didapatkan efek pH terhadap aktivitas enzim protease yaitu pada pH 11
dengan dilakukan uji - menggunakan larutan kasein pada pH (5,0-13,0). Pada
penelitian (Khaled et al., 2011), didapatkan efek pH terhadap aktivitas enzim
protease yaitu pada pH 3 dengan dilakukan uji menggunakan larutan acid-

denatured bovine haemoglobin pada pH (1,0-7,0). Pada penelitian (Saranya et al.,
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2018), didapatkan efek pH terhadap aktivitas enzim protease yaitu pada pH 8
dengan dilakukan uji menggunakan larutan kasein pada pH (3,0-10,0). Enzim
protease memiliki aktivitas kaseinolitik pada rentang pH (4-12) (Andevari et al.,
2019). Enzim protease yang memiliki aktivitas optimum pada rentan pH (2-6)
disebut protease asam dan pada rentan pH (8-12) disebut protease alkali (Hamza,
2017).

Aktivitas optimum enzim protease terhadap suhu pada penelitian
(Padmapriya et al., 2012), yaitu pada suhu 70°C dengan dilakukan uji pada rentan
suhu (30°C-70°C). Pada penelitian (Maruthiah et al., 2013), didapatkan efek suhu
terhadap aktivitas enzim protease yaitu pada suhu 40°C dengan dilakukan uji pada
rentan suhu (20°C-80°C). Pada penelitian (Prihanto et al., 2019), didapatkan efek
suhu terhadap aktivitas enzim protease yaitu pada suhu 38°C dengan dilakukan
uji pada rentan suhu (25°C-70°C). Pada penelitian (Yoshida et al., 2015),
didapatkan efek suhu terhadap: aktivitas enzim protease yaitu pada suhu 50°C
dengan dilakukan uji pada rentan suhu (20°C-70°C). Pada penelitian (Nasri et al.,
2015), didapatkan efek suhu terhadap aktivitas enzim protease yaitu pada suhu
50°C dengan dilakukan uji pada rentan suhu (30°C-80°C). Pada penelitian (Khaled
et al., 2011), didapatkan efek suhu terhadap aktivitas enzim protease yaitu pada
suhu 40°C dengan dilakukan uji pada rentan suhu (25°C-70°C). Pada penelitian
(Saranya et al., 2018), didapatkan efek suhu terhadap aktivitas enzim protease
yaitu pada suhu 30°C dengan dilakukan uji pada rentan suhu (20°C-80°C).

3.5.4 Pengaruh Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim Protease Dari Limbah
Hasil Perikanan
Senyawa inhibitor adalah senyawa yang dapat mempengaruhi aktivitas

enzim yang bertujuan agar aktivitas enzim protease dapat dihambat oleh senyawa
inhibitor. Terdapat dua tipe inhibisi yaitu inhibisi kompetitif dan inhibisi non

kompetitif  (Soeka dan Sulistiani, 2017). Inhibitor kompetitif melakukan
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penghambatan pada sisi aktif enzim dan bersifat sementara (Liu et al., 2013).
Sedangkan inhibitor non kompetitif bekerja pada luar sisi aktif enzim dan bersifat
tetap (Fujita et al., 2011). Enzim protease memiliki beberapa inhibitor untuk
menguji  aktivitas inhibitor terhadap aktivitas enzim antara lain: EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid) yang memiliki target metalloprotease, PMSF
(Phenylmethylsulfonyl fluoride); Benzamidine dan SBTI yang memiliki target serine
protease (Bijina et al., 2011). Berikut merupakan beberapa referensi inhibitor pada
enzim protease yang berasal dari limbah hasil perikanan, dapat dilihat pada Tabel
16.

Tabel 16. Pengaruh Senyawa Inhibitor Terhadap Aktivitas Enzim Protease dari
Limbah Hasil Perikanan

Sumber  Organ Protease Konsentrasi  Relative Referensi
Inhibitor Activity
(%)
Ikan Usus Kontrol - 100 Maruthiah
Lemuru EDTA 5mM 65 etal., 2013
(Sardinella PMSF 5mM 40
longiceps)
Limbah Jeroan Kontrol - 100 Saranya et
lkan PMSF 5 mM 20 al., 2018
EDTA 5 mM 98
Serranus  Jeroan EDTA 5 mM 51,52 Nastri et
scriba PMSF 5mM 38,56 al., 2015
Sardinella  Jeroan PMSF 5 mM 100 Khaled et
aurita SBTI 5mM 97 al., 2011
EDTA 5 100

3.5.5 Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitias Enzim Protease Dari Limbah
Hasil Perikanan
Beberapa referensi pengaruh logam terhadap enzim protease yang berasal

dari berbagai limbah hasil perikanan dapat dilihat pada Tabel 17.

Tabel 17. Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitas Enzim Protease Dari Limbah
Hasil Perikanan

Sumber Logam = Konsentrasi Relative Referensi
Protease Activity (%)
Jeroan Kontrol - 100
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(Sardinella Ca* 5mM 100 Khaled et al.,
aurita) Mg?* 5 mM 50 2011
Zn?* 5mM 70
Mn?* 5mM 90
Cu?* 5 mM 50
Ba?* 5 mM 78
Na* 5 mM 100
K* 5mM 100
Hg? 5mM 40
Jeroan Kontrol - 100 Nasri et al.,
(Serranus Na* 5mM 93,7 2015
scriba) K* 5mM 92
Mg? 5mM 89
Mn?* 5 mM 98
Cu? 5mM 48
Zn? 5 mM 110
Ca* 5mM 80,3
Ba?* 5 mM 61,7
Hg?* 5 mM 45
Jeroan Kontrol - 100 Andevari et al.,
(Oncorhynchus Na* 5mM 93,52 2019
Mykiss) K* 5mM 80,04
Ca? 5mM 70,65
Cu?* 5mM 96,97
Zn?* 5mM 67,70
Mn?* 5 mM 75,12
Ba?* 5mM 74,78

Pada penelitian (Khaled et al., 2011), Ca?', Na*, K* tidak berpengaruh
terhadap aktivitas enzim protease. Aktivitas aspartic protease agak berpengaruh
terhadap Mn?*, Ba?*, Zn?" dan dihambat oleh Mg?*, Cu?*, Hg?" sebesar 50%, 50%,
60%. Pada penelitian (Nasri et al., 2015), enzim aktif pada sebagian ion logam
yang diuji kecuali pada Cu?" dan Hg?*. Aktivitas alkaline protease tidak

berpengaruh terhadap Na* dan K*, sedangkan Zn?* menambah aktivitas enzim
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sebesar 10%. Pada penelitian (Andevari et al., 2019), hampir sebagian besar ion
logam menghambat aktivitas enzim kecuali Cu?* dan Na*. Sedangkan Zn?*
menghambat aktivitas enzim sebesar 32,30%. Ditemukannya persamaan pada
penelitian (Khaled et al., 2011) dan (Nasri et al., 2015), dimana Cu?" dan Hg?'
menghambat aktivitas enzim dan Na* dan K* tidak berpengaruh terhadap aktivitas
enzim.

lon logam dapat berperan menaikkan nilai aktivitas dari enzim protease
atau yang sering disebut aktivator. Hal ini dilakukan dengan ion logam menjadi
komponen dalam sisi aktif enzim, memperbesar aktivitas enzim, merubah
konstanta dari reaksi enzimatis, mengganti ion yang tidak bekerja pada sisi aktif
enzim protease. Namun, pada kondisi yang lain ion logam dapat berperan sebagai
penghambat aktivitas enzim atau inhibitor (Fathimah dan Wardani, 2014).
Sedangkan penghambatan aktivitas enzim oleh ion logam terjadi akibat ion logam
menempel pada sisi aktif enzim sehingga enzim tidak dapat berikatan dengan

substrat dan fungsi katalitik enzim tersebut akan terganggu (Uyar et al., 2011).

3.6 Pemanfaatan Enzim Protease Dari Limbah Hasil Perikanan

Protease memiliki peran penting dalam bidang industri. Hal ini dikarenakan
aplikasi enzim protease yang luas seperti dalam industri kulit dan deterjen, industri
makanan dan farmasi dan juga dalam proses bioremediasi. Protease diproduksi di
skala besar karena stabilitas, spesifisitas dan aktivitasnya yang tinggi dalam
berbagai parameter fisik (Ramkumar et al., 2016). Protease adalah enzim yang
diterapkan secara luas di beberapa sektor industri dan bioteknologi. Selain itu,
banyak penelitian yang memerlukan aplikasi dari enzim protease (Motyan et al.,
2013). Lebih dari 60% dari produksi enzim industri di seluruh dunia adalah enzim
proteolitik. '35 % diantaranya merupakan enzim protease tipe alkali (alkali

protease). Alkali protease banyak digunakan di berbagai industri seperti industri
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makanan, industri farmasi, industri deterjen, industri pembuatan keju, industri

pembuatan bir, industri fotografi, industri daging, industri kosmetik dan kulit dan

sebagainya (Synowiecki, 2010). Beberapa referensi dari pemanfaatan enzim

protease dari berbagai sumber limbah hasil perikanan dapat dilihat pada Tabel 18.

Tabel 18. Pemanfaatan Enzim Protease Dari Limbah Hasil Perikanan

Sumber

Aplikasi

Referensi

Jeroan
(Tilapia mossambica)
Jeroan
(Euthynnus affinis)
Jeroan
(Catla catla)
Jeroan
(Oreochromis
mossambicus)
Jeroan

(Red Snapper)

Jeroan

(Red Snapper)

Sebagai peningkat
kejernihan air
Sebagai bahan hidrolisat
protein
Sebagai bahan hidrolisat
protein
Sebagai bahan hidrolisat
protein

Sebagai bahan
dehairing pada industri
kulit
Sebagai bahan

destaining

Gais dan Bhardwayj,
2019
Murthy et al., 2018

Murthy et al., 2018

Murthy et al., 2018

Sabtecha et al., 2014

Sabtecha et al., 2014
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4. PENUTUP

4.1 Kesimpulan

Kajian Pustaka ini membahas tentang penggunaan limbah hasil perikanan
sebagai bahan pembuat enzim protease dan pemanfaatannya. Limbah
merupakan buangan dari beberapa proses. Limbah hasil perikanan sendiri terdiri
dari beberapa jenis, salah satunya limbah dari hasil proses pengolahan yang
diperkirakan -hampir 64 juta ton dihasilkan per tahun. Salah satu pemanfaatan dari
limbah proses perikanan ini dapat dijadikan bahan pembuat enzim protease.
Enzim protease merupakan enzim yang mewakili 65% penjualan di industri global.
Enzim protease dari limbah hasil perikanan dihasilkan melalui tahap ekstraksi dan
tahap purifikasi. Selain itu, didapatkan aktivitas enzim protease dari limbah hasil
perikanan seperti pengaruh pH, pengaruh suhu, berat molekul, inhibitor protease
dan pengaruh ion logam. Enzim protease dari limbah hasil perikanan dapat
dimanfaatkan sebagai antara lain sebagai pelunak daging, sebagai bahan
hidrolisat protein dan lain-lain.

4.2 Saran

1. Pemanfaatan limbah hasil perikanan sebagai bahan enzim
protease tidak optimal jika dilihat dari sisi pemanfaatan limbah hasil perikanan
yang bertujuan untuk meningkatkan nilai ekonomis. Dikarenakan, limbah hasil
perikanan tidak begitu ekonomis dalam menghasilkan enzim protease jika
dibandingkan dengan sumber yang lain seperti tanaman.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan terkait sisi ekonomis dari
pemanfaatan limbah hasil perikanan sebagai bahan penghasil enzim protease.

Dikarenakan keterbatasan pembahasan dalam kajian pustaka ini.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Kerangka

Judul : Produksi Enzim Protease Dari Limbah Hasil Perikanan dan
Pemanfaatannya
1. Latar Belakang
e Jumlah produksi dan konsumsi hasil perikanan di Indonesia.
e Permasalahan limbah dari hasil perikanan.
o Pemanfaatan limbah hasil perikanan.
e Pengertian enzim protease.
e Sumber enzim protease.
e Pemanfaatan enzim protease.
2. Tujuan Kajian Pustaka
e Untuk memberikan informasi terkait proses produksi enzim protease dari
limbah hasil perikanan dan pemanfaatannya.
3. Metode Kajian Pustaka
e Metode yang digunakan yaitu narrative review.
e Tahapan pembuatan review terdiri dari 4 tahap yaitu: penentuan topik,
pencarian artikel, analisis artikel dan penulisan review.
e Penulisan review dilakukan sesuai pedoman penulisan FPIK
4. Hasil Kajian Pustaka
Bahasan yang akan ditulis pada bab ini antara lain sebagai berikut:

e Pengertian limbah.

Enzim protease (sumber dan kandungan).

e Ekstraksi enzim protease (ekstraksi dan purifikasi)
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Enzim protease dari limbah hasil perikanan (ekstraksi, kandungan dan
jenis).

Pemanfaatan enzim protease dari limbah hasil perikanan.
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