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ABSTRAK

Kelompok enzim protease yaitu papain dan bromelin mampu menguraikan struktur
molekul protein menjadi asam amino sangat bermanfaat dalam berbagai macam bidang
terutama industri makanan dan farmasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil
berat molekul enzim bromelin dari kulit buah nanas (Ananas comosus L. Merr) dan papain
(Carica papaya L.) dari getah pepaya yang berbeda varietas dengan menggunakan metode
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis). Presipitasi
dilakukan dengan penambahan amonium sulfat ((NH;).SO4)) 60 % dan dialisis enzim
menggunakan tabung selofan dengan ukuran pori 12.000 Dalton. Selanjutnya, berat
molekul larutan enzim hasil dialisis ditentukan dengan metode SDS-PAGE. Hasil analisis
berat molekul enzim bromelin varietas Bogor dan Subang tidak berbeda yaitu berkisar
30,654 kDa, begitu juga dengan enzim papain varietas California dan Sukma tidak berbeda
yaitu berkisar 23,485 kDa. Dapat disimpulkan varietas buah yang berbeda pada nanas dan
pepaya tidak berpengaruh terhadap berat molekul enzim bromelin dan papain.

Kata kunci: bromelin, papain, protease, SDS-PAGE.

ABSTRACT

A group of protease enzymes such as papain and bromelain is able to decipher the
molecular structure of the protein into amino acids which will be very useful in many
fields, especially in food and pharmaceutical industries. The objective of this study to
determine the molecular weight profile of enzyme bromelain from pineapple bark (Ananas
comosus L. Merr) and papain (Carica papaya L.) from papaya latex with different varieties
using sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method.
The precipitation was performed with ammonium sulfate ((NH4)>S0O,)) 60 % addition and
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dialysized using a cellophane tube with a pore size of 12,000 Dalton. The molecular weight
of enzyme solution were determined using SDS-PAGE. The analysis results of molecular
weight of enzyme bromelain of Subang and Bogor varieties were not different and were
about 30.654 kDa, as well as the molecular weight of enzyme papain and Sukma California
varieties were also not different and were about 23.485 kDa. It can be concluded that the
different varieties of fruit of pineapple and papaya had no effect on the molecular weight
of enzyme papain and bromelain.

Keywords: bromelain, papain, protease, SDS-PAGE.

PENDAHULUAN

Golongan protein yang mengkatalis reaksi-reaksi biokimia yang terdapat dalam sel
dengan konsentrasi yang sangat rendah dan dapat meningkatkan laju reaksi tanpa
mengubah posisi disebut enzim (Kuchel and Ralston, 2006). Ditinjau dari segi kesehatan,
enzim digunakan sebagai obat oral yang mempercepat penyembuhan pada sistem
pencernaan yang mengalami defisiensi enzim. Enzim yang banyak berperan dalam hal ini
adalah enzim protease (Rao et al., 1998). Protease berperan penting dalam berbagai proses
fisiologis dan patologis seperti katabolisme protein, pembekuan darah, pertumbuhan dan
migrasi sel, pengaturan jaringan, dan inflamasi. (Motyan et al., 2013). Enzim protease juga
diterapkan secara luas dalam beberapa sektor industri dan bioteknologi. Beberapa
penelitian yang menggunakan enzim protease, misanya: sintesis peptida, diagnostik dan
terapi, penggunaan protease dalam kultur sel dan jaringan, dan peptide sequencing
(Motyan et al., 2013).

Protease banyak ditemukan dari berbagai sumber, diantaranya tumbuhan, hewan,
dan mikroorganisme. Dari sumber tumbuhan sendiri protease dapat diisolasi dari tanaman
pepaya terutama pada buahnya yang masih muda (Jisha, 2013) dan dapat juga diisolasi dari
buah nanas (Herdyastuti, 2006). Bromelin dan papain termasuk ke dalam protease
golongan sufrihidil. Kegunaan enzim bromelin lebih banyak digunakan untuk penjernihan
bir, pengempukkan daging, dan dalam bidang farmasi dapat dimanfaatkan sebagai bahan
kontrasepsi KB untuk memperjarang kehamilan (Wuryanti, 2004). Beberapa industri juga
banyak yang menggunakan enzim papain antara lain: industri farmasi, industri kosmetik,
tekstil dan penyamakan kulit (Nurhidayati, 2003).

Indonesia memiliki beberapa varietas tanaman nanas dan pepaya. Varietas nanas
yang dibudidayakan secara luas di Indonesia yaitu varietas nanas Cayenne (nanas Subang)
dan Qween (nanas Bogor) (Hadiati and Luh, 2008). Varietas buah papaya yang
dibudidayakan yaitu varietas California dan Sukma (Sobir, 2009).
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Penentuan berat molekul protein menggunakan SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis) dinilai relatif sederhana, terjangkau dan
cepat (Rath et al., 2013). SDS PAGE adalah metode yang dapat diandalkan untuk
menentukan berat molekul dari protein yang tidak diketahui, karena tingkat migrasi dari
protein dilapisi dengan SDS berbanding terbalik dengan logaritma dari berat molekul. SDS
PAGE dinilai lebih menguntungkan disebabkan karena besarnya pori gel, serta
perbandingan konsentrasi akrilamida dan bis-metilen akrilamida, oleh sebab itu gel
poliakrilamida dapat digunakan tidak hanya untuk pemisahan dari berbagai protein, tetapi
juga untuk membandingkan berat molekulnya (Bintang, 2010). Kunci untuk menentukan
berat molekul yang akurat adalah memilih kondisi pemisahan yang menghasilkan
hubungan linier antara logaritma dari berat molekul dan migrasi protein (BioRad, 2011).
Migrasi protein di dalam gel poliakrilamida terutama ditentukan oleh muatan molekul dan
juga dipengaruhi oleh ukuran molekul (Bintang, 2010). Protein yang dipisahkan dengan
SDS-PAGE dapat dikarakterisasi berdasarkan berat molekulnya dengan satuan Kilo Dalton
(kDa). Satu dalton sama dengan satu hidrogen molekul (Bachrudin, 2000).

Enzim bromelin dan papain terdapat dalam semua jaringan tanaman baik dari
tangkai, kulit, daun, buah, maupun batang. Pada penelitian sebelumnya, Nitsawang et al.
(2006) mengukur berat molekul enzim papain yang diekstraksi dalam agueous two-phase
system dan two-step salt precipitation menggunakan metode SDS-PAGE menghasilkan
berat molekul berkisar 23,406 kDa. Pitpreecha and Damrongsakkul (2006) mengukur berat
molekul enzim papain dari getah pepaya dalam bentuk crude enzyme yang diekstrak
dengan air dan yang diekstrak dengan buffer fosfat menggunakan metode SDS-PAGE,
menghasilkan berat molekul yang sama yaitu berkisar 21 kDa. Enzim bromelin dari kulit
buah nanas memiliki berat molekul di kisaran 30 kDa (Gautam et al., 2010).

Perbedaan varietas pada buah yang memiliki kandungan enzim yang sama belum
pernah diteliti apakah dengan perbedaan varietas tersebut memiliki profil berat molekul
yang berbeda atau sama. Penelitian ini bertujuan mengkarakterisasi berat molekul enzim
bromelin dari kulit buah nanas dan papain dari getah buah pepaya dari dua varietas yaitu
varietas Subang dan Bogor untuk nanas dan California dan Sukma untuk papaya dengan
menggunakan metode SDS-PAGE.
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METODE PENELITIAN

Peralatan yang digunakan yaitu neraca analitik, blender (Miyako), pH meter
(Mettler Toledo), lemari pendingin (Sharp), sentrifuge (Biolion), magnetik stirrer (MS-H-
Pro), hotplate (Wise Them), mikro pipet (Transferpette), peralatan elektroforesis gel slab
(Peglab), shaker (Eyela Multi Shaker MMS), alat gelas dan peralatan laboratorium standar
(Pyrex).

Bahan yang digunakan yaitu kulit nanas varietas Bogor dan Subang, getah buah
pepaya yang di dapat dari desa Sukamaju kabupaten Bogor, buffer fosfat pH 7, tabung
selofan dengan ukuran 12.000 Dalton (Sigma), amonium sulfat ((NH4).SO,)) (Merck),
BaCl, (Merck), HCI (Merck), alkali EDTA (Na,CO3CioH1sN2Og). Penentuan berat
molekul protein enzim menggunakan akrilamida (C3HsNO) (Vivantis), bis-akrilamida
(CsHsNO) (Merck), basa Tris (Merck), SDS 10 % (Ci2HzsNaO4S) (Merck), amonium
persulfat (HgN20sS,) (Vivantis), tetrametiletilendiamin (Himedia), gliserol (C3HgO3)
(Vivantis), merkaptoetanol (C,HgOS) (Sigma), bromofenol blue (Ci9H10BrsOsS)
(Himedia), glisin (C,HsNO,) (Merck), Coomassie blue R250 (Cs7HsoN307S,")
(AppleChem Panreac), asam trikloro asetat (CCI;COOH) (Merck), metanol (CH3;OH)
(Merck), asam asetat glasial (CH3COOH) (Merck), marker protein dengan ukuran 14,4 -
116 kDa (Thermo Scientific).

Isolasi dan Presipitasi Enzim Bromelin

Kulit buah nanas dari varietas Bogor dan Subang dicuci dengan akuades dan
dipotong kecil-kecil, kemudian dihaluskan dengan blender dan ditambahkan sedikit demi
sedikit buffer fosfat 0,1 M pH 7 (perbandingan 1:1) diambil filtratnya. Sari buah nanas
kedua varietas dibiarkan selama 24 jam agar enzim mengendap. Endapan enzim dipisahkan
dengan sentrifugasi menggunakan kecepatan 3500 rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C
(Herdyastuti, 2006). Hasil dari sentrifugasi sari buah nanas akan terbentuk endapan dan
supernatan, kemudian endapan dipisahkan dari supernatan. Ekstrak enzim kasar
ditambahkan dengan amonium sulfat dengan kadar 60 % (Nurmala, 2012). Presipitasi
enzim dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4 °C, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan
3500 rpm selama 15 menit. Selanjutnya endapan didialisis untuk memisahkan molekul
yang besar dari molekul yang kecil (Bintang, 2010).

Penyadapan, Isolasi dan Presipitasi Enzim Papain
Buah pepaya muda yang digunakan berumur 3 bulan. Varietas California
sebanyak 9 buah dan 5 buah pepaya muda varietas Sukma. Buah pepaya muda yang dipilih
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yaitu yang masih menggantung dipohon. Buah papaya tersebut dibersihkan dengan
menggunakan kain basah, buah ditoreh dengan menggunakan pisau stainless steel secara
memanjang dari pangkal sampai ujung buah dengan kedalaman torehan 2 mm dan interval
torehan 1 cm. Tetesan getah pepaya yang keluar ditampung dengan menggunakan botol
kaca coklat agar tidak banyak teroksidasi sampai getah pepaya tidak menetes lagi, lalu
botol ditutup rapat. Dilakukan penorehan yang sama pada buah pepaya berikutnya sampai
memperoleh getah yang banyak. Getah pepaya segar yang sudah diperoleh ditimbang
dengan menggunakan timbangan di atas cawan yang sudah ditara. Getah yang sudah
ditimbang diberi natrium bisulfit sebanyak 0,7 % dari total berat getah segar untuk
menghindari terjadinya oksidasi agar enzim yang terkandung di dalamnya lebih tahan
lama, lalu getah pepaya dimasukkan ke botol coklat dan disimpan dalam termos berisi es
dan dibawa ke tempat isolasi (Handayani, 2007).

Isolasi enzim papain dari getah buah pepaya varietas California dan Sukma yaitu
homogenitas getah yang diperoleh dengan menambahkan pelarut buffer fosfat 0,1 M pH 7
dan didiamkan selama 2 jam pada suhu 4 °C (Kusumadjaja and Dewi, 2005). Selanjutnya
untuk memisahkan pengotor-pengotor dari ekstrak kasar enzim, dilakukan pengendapan
protein enzim dengan menambahkan amonium sulfat dengan derajat kejenuhan 60 % (Putri
et al., 2013; Nurmala, 2012). Penambahan amonium sulfat dilakukan sedikit demi sedikit
dengan pengadukan secara hati-hati. Larutan akan menjadi keruh karena protein
mengendap. Setelah semua amonium sulfat yang ditambahkan larut, biarkan sampai 24
jam pada suhu 4 °C. Setelah dibiarkan selama 24 jam, Enzim dipisahkan dengan
sentrifugasi menggunakan kecepatan 4000 rpm selama 15 menit (Kusumadjaja and Dewi,
2005). Hasil dari sentrifugasi larutan enzim kasar akan terbentuk endapan dan supernatan.
Endapan dipisahkan dari Supernatan. Endapan ditambahkan buffer fosfat 1:1 untuk
menjaga kerusakan enzim. Selanjutnya endapan didialisis untuk menghilangan kandungan
garamnya (Bintang, 2010).

Dialisis Enzim Bromelin dan Papain

Membran selofan mengandung sejumlah kecil senyawa-senyawa sulfur, ion logam,
dan beberapa enzim, oleh karena itu setiap tabung dididihkan selama 30 menit dalam alkali
EDTA (Na,COs3 10 ¢/L, EDTA 1 mmol/L) untuk mencegah hilangnya aktivitas molekul-
molekul yang didialisis. Setelah didinginkan, tabung selofan lalu dicuci dengan akuades,
kemudian salah satu ujungnya diikat dengan benang rami. Tabung yang berbentuk kantung

diisi dengan endapan hasil dari presipitasi yang kemudian akan didialisis, dan ujung yang
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satunya diikat lagi. Dialisis paling baik dilakukan dengan tabung yang baru saja disiapkan,
karena bila sudah basah, kantung akan peka terhadap serangan mikroorganisme. Jika harus
disimpan, maka kantung selofan harus disimpan dalam larutan yang telah dibubuhi sedikit
asam benzoat sebagai pengawet.

Endapan hasil presipitasi dimasukkan ke dalam selofan dengan ukuran 12.000
Dalton dan selanjutnya didialisis dengan merendam selofan dalam 100 mL larutan buffer
fosfat 0,1 M pH 7. Dialisis dilakukan dengan menggunakan magnetik stirrer dengan
kecepatan 125 rpm, pada suhu 4 °C selama 24 jam dengan penggantian pelarut sebanyak 4
kali. Untuk mengetahui dialisis sudah selesai, larutan buffer fosfat 0,1 M pH 7
ditambahkan dengan 1 mL larutan HCI 0,1 M (perbandingan 1:1) dan beberapa tetes
BaCl,. Apabila sudah tidak terbentuk endapan, dialisis dihentikan. Larutan enzim dalam
selofan ditentukan berat molekul proteinnya (Bintang, 2010).

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis)
a) Persiapan sampel

Protein hasil dialisis (dialisat) yang akan dikarakterisasi dengan menggunakan
SDS-PAGE terlebih dahulu dicampurkan dengan buffer sampel pada perbandingan 1:1
sebanyak 50 pL. Buffer sampel mengandung SDS, merkaptoetanol, gliserol, pewarna
protein standar (bromofenol blue), tris HCI 1,0 M pH 6,8, dan akuadest. Campuran antara
dialisat dengan buffer sampel dididihkan di atas penangas air selama 5 menit untuk
mereduksi protein agar terdenaturasi, kemudian protein yang terdenaturasi didinginkan
pada suhu ruang selama 15 menit sebelum dimasukkan ke dalam sumur gel.

b) Proses pemisahan

Cetakan gel ditempatkan ke dalam kotak gel, kemudian reservoir atas dan bawah
diisi dengan buffer pemisah. Sebanyak 20 pL protein yang terdenaturasi dimasukkan ke
dalam masing-masing sumur (well) dengan menggunakan pipet sekali pakai. Pada sumur
pertama dimasukkan protein standar, setelah itu elektroforesis dihubungkan dengan arus
listrik bertegangan 200 V 400 mA selama 2 jam. Arus listrik dihentikan setelah pewarna
protein standar (bromofenol blue) mencapai batas akhir 1 cm dari ujung gel bawah dan gel
dimasukkan ke dalam wadah yang berisi larutan pewarna (Bintang, 2010).

¢) Pewarnaan dan pencucian warna
Pewarnaan dilakukan dengan cara merendam gel dalam larutan pewarna selama 1

jam dengan menggunakan shaker pada kecepatan 35 rpm. Setelah proses pewarnaan, gel
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dicuci dengan akuades, lalu direndam dalam larutan destaining. Larutan pencuci dapat
diganti-ganti setiap 12 jam sekali sampai diperoleh gel yang jernih (Bintang, 2010).
d) Perkiraan berat molekul (BM)
Perhitungan berat molekul (BM) dari masing-masing protein dilakukan berdasarkan
pada marker yang tersedia. Perhitungan dilakukan dengan mengukur jarak migrasi pita

protein. Nilai Rf dihitung dengan rumus (Bintang, 2010):
T (1)

X2
Keterangan : X; = Jarak migrasi protein
X, = Jarak migrasi warna

Dari nilai Rf pita protein standar terhadap logaritma berat molekulnya (log BM)
dari masing-masing BM pita marker. Setelah kurva standar dibuat, kemudian nilai Rf
masing-masing pita diplot terhadap kurva standar untuk menentukan berat molekul pita
protein (Bintang, 2010). Dicari Rf dengan membagi jarak masing-masing pita dengan jarak
migrasi total (b/a), selanjutnya dihitung log BM dari masing-masing BM pita marker. BM
pita polipeptida pada sampel dihitung dengan persamaan linier {Y= a £ bx}, nilai log BM
sebagai sumbu x dan Rf sebagai sumbu Y.

PEMBAHASAN
Isolasi Enzim Bromelin dan Papain
1. Enzim Bromelin

Ekstrak enzim diisolasi dari kulit buah nanas varietas Bogor dan varietas Subang.
Keberadaan enzim bromelin ekstrak nanas di dalam sel bersifat intraseluler atau
endoenzim. Sebagai suatu endoenzim, enzim bromelin ekstrak nanas dapat diproduksi
melalui isolasi sambung berupa penghancuran kulit buah dan homogenisasi, serta teknik
pemisahan melalui sentrifugasi. Penambahan buffer fosfat 0,1 M pH 7 pada ekstrak selama
pemblenderan bertujuan untuk mempertahankan agar kondisi komponan sel tetap optimum
dan tidak mengalami perubahan, setelah itu diamkan selama 24 jam pada suhu 4 °C agar
enzim tetap stabil. Sentrifugasi dilakukan untuk mendapatkan supernatan bebas sel
sehingga sel akan mengendap karena adanya gaya gravitasi, sedangkan enzim akan tetap
berada dalam supernatan (Bintang, 2010). Hasil isolasi bromelin dari kulit buah nanas
dapat dilihat pada Tabel 1.
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Table 1. Hasil Isolasi Enzim Bromelin dari Kulit Buah Nanas.

Jenis Varietas Bogor Varietas Subang
Kulit nanas masak 219,500 g 414,400 g
Sari kulit nanas 300,200 mL 495 mL
Enzim kasar 300 mL 490 mL

2. Enzim Papain
Hampir seluruh bagian tanaman pepaya mengandung enzim papain, namun
kandungan tertinggi adalah pada buah yang masih muda berumur 75 - 100 hari atau 2,5 - 3
bulan (Kalie, 2008). Penyadapan dilakukan dengan pisau stainless steel agar tidak merusak
daya enzimatis papain (Kalie, 2008). Penambahan natrium bisulfit sebanyak 0,7 % dari
total getah buah pepaya berfungsi sebagai antioksidan untuk mencegah kerusakan daya
enzimatis proteolitik dan getah buah pepaya berbentuk emulsi setelah ditambahkan natrium

bisulfit. Hasil penyadapan getah buah papaya dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Penyadapan Getah Buah Pepaya.

Varietas Jumlah Buah yang Disadap Berat Getah Buah Pepaya Umur Buah

California 9 buah 18,240 ¢ 3 bulan
Sukma 5 buah 17,180 g 3 bulan

Presipitasi Protein Enzim Bromelin dan Papain

Presipitasi protein dilakukan dengan menambahkan amonium sulfat merupakan
salah satu cara pemurnian protein melalui proses pengendapan garam. Penggunaan
amonium sulfat didasarkan pada sifat kelarutannya yang tinggi, tidak merusak struktur
protein, dan harganya relatif lebih murah. Beberapa protein berbeda kelarutannya dalam
konsentrasi garam yang berbeda, semakin tinggi konsentrasi amonium sulfat maka
pengendapan protein semakin baik. Pengendapan dilakukan dengan amonium sulfat pada
konsentrasi 60 % dikarenakan pengendapan tertinggi terjadi pada konsentrasi tersebut, hal
ini menandakan konsentrasi 60 % mencapai titik isoelektrik protein yang diinginkan.
Pengendapan terjadi karena adanya persaingan antara garam dan protein untuk mengikat
air (Masri, 2014).
Dialisis

Proses dialisis bertujuan untuk memisahkan protein berdasarkan ukuran molekul
protein dengan melewati membran semipermeabel. Molekul yang kecil yaitu garam yang
berikatan dengan protein enzim akan melewati pori-pori selaput membran semipermeabel,
sehingga molekul yang besar akan tetap tertahan. Konsentrasi di dalam tabung selofan

lebih tinggi dibandingkan konsentrasi yang berada di luar tabung selofan, sehingga
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terjadinya proses difusi. Membran semipermeabel yang digunakan adalah kantung selofan
dengan ukuran pori 12 kDa, sehingga dapat menahan molekul dengan berat molekul lebih
dari 12 kDa.

Proses dialisis menggunakan magnetik stirrer dengan kecepatan 125 rpm agar
pemisahan protein berlangsung homogen, sehingga protein yang lebih kecil akan keluar
dari kantung selofan. Endapan hasil presipitasi dimasukkan ke dalam selofan, yang
selanjutnya didialisis dengan merendam kantung selofan dalam larutan buffer fosfat 0,1 M
pH 7. Selama proses berlangsung, suhu pada buffer dibuat 4 °C agar menghindari
terjadinya kerusakan dan denaturasi protein. Untuk mengetahui protein telah terpisahkan
berdasarkan ukuran molekul protein, larutan buffer fosfat 0,1 M pH 7 yang berada di luar
kantung selofan diuji untuk memastikan tidak adanya lagi senyawa kecil yang keluar dari
kantung selofan, dan pengujian dilakukan dengan menggunakan HCI perbandingan 1:1
sebanyak 1 mL dan 3 - 5 tetes BaCl, 0,1M. Dialisis dihentikan apabila endapan putih
sudah hilang dikarenakan sudah tidak adanya protein dengan ukuran yang lebih kecil

keluar dari tabung selofan. Pengukuran hasil dialisis dapat dilihat pada Tabel 3 dan 4.

Tabel 3. Enzim Bromelin Hasil Dialisis.

Varietas Buah Nanas Hasil Dialisis
Buah nanas varietas Bogor 4,500 mL
Buah nanas varietas Subang 4,800 mL

Tabel 4. Enzim Papain Hasil Dialisis.

Jumlah Endapan yang Dimasukkan ke dalam

Varietas Tabung Selofan Hasil Dialisis
California 3,970 gram 5,200 mL
Sukma 4,040 gram 5,800 mL

Elektroforesis Gel Poliakrilamida Sodium Dodesil Sulfat (SDS-PAGE)

SDS-PAGE merupakan teknik untuk memisahkan rantai polipeptida pada protein
berdasarkan berat molekul yang bermuatan di bawah pengaruh medan listrik (Bintang,
2010). Sebelum dilakukan SDS-PAGE, protein terlebih dahulu diubah dari struktur
globular menjadi struktur yang linier dengan proses denaturasi. Gel poliakrilamid
merupakan medium yang tepat untuk memisahkan protein berdasarkan ukuran berat
molekul karena ukuran pori-pori kecil yang memungkinkan untuk memperlambat gerakan
molekul. Analisis dengan SDS-PAGE ini, menggukan gel poliakrilamid yang terdiri dari
stacking gel dan separating gel. Stacking gel terdapat well yang berfungsi sebagai tempat
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meletakkan sampel sedangkan

kearah anoda.
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Gambar 1. Elektroforegram SDS PAGE Enzim Bromelin. (1) Marker Protein, (2) Enzim

Bromelin Varietas Bogor, dan (3) Enzim Bromelin Varietas Subang.

Gambar 2. Elektroforegram SDS PAGE Enzim Bromelin. (1) Marker Protein, dan (2)
Enzim Papain Varietas California, (3) Enzim Papain Varietas Sukma.
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Gambar 3. Kurva Regresi Linier Berat Molekul Marker Protein.
Keterangan : y = Log Berat Molekul , x = Rf Marker Protein, a=5,171, b=-1,088, r = - 0,995.

Perbedaan dapat dilihat dari konsentrasi gel poliakrilamid yaitu pada stacking gel
memiliki konsentrasi 5 % sedangkan separating gel memiliki konsentrasi 12 %. Semakin
kecil berat molekul protein yang dipisahkan, maka semakin tinggi konsentrasi gel
poliakrilamid yang digunakan agar pori-pori gel yang terbentuk semakin rapat. Pada saat
arus listrik diberikan, molekul bermigrasi melalui gel poliakrilamid dari kutub negatif
(katoda) menuju kutub positif (anoda). Elektroforesis dihubungkan dengan arus listrik
bertegangan 200 V.

Enzim yang memiliki berat molekul kecil akan bermigrasi lebih cepat dibandingkan
yang memiliki berat molekul besar karena berat molekul yang lebih besar akan tertahan
sehingga pergerakannya lebih lambat. Elektroforegram hasil SDS PAGE dapat dilihat pada
Gambar 1 dan 2.

Berat molekul protein dapat diukur dengan menggunakan marker protein yang
telah diketahui berat molekulnya, pada penelitian ini marker protein yang digunakan yaitu
di kisaran 14,4-116 kDa. Perhitungan dilakukan dengan mengukur total jarak migrasi dari
stacking ke separating gel pada marker, dilanjutkan dengan mengukur jarak migrasi dari
stacking gel ke masing-masing pita protein yang terbentuk. Jarak pita dan log bobot
molekul marker protein untuk kurva standar dapat dilihat pada Gambar 3 dan Tabel 4.
Didapatkan hasil 5,171 untuk nilai a, -1,088 untuk nilai b, dan -0,995 untuk nilai r. Dengan
diketahui nilai r adalah -0,995 didapatkan hasil kurva yang linier antara nilai log BM dan
nilai Rf dengan persamaan garis y = 5,171- 1,088x sehingga dihasilkan berat molekul
enzim bromelin dan papain berbeda varietas yang dapat dilihat pada Tabel 5 dan 6.
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Tabel 4. Jarak Pita dan Log Bobot Molekul Marker Protein.

Berat Molekul Log berat molekul Cm Rf
116000 5,064 1,500 0,143
66200 4,821 3 0,286
45000 4,653 4,700 0,448
35000 4,544 6 0,571
25000 4,398 7,500 0,714
18400 4,265 9 0,857
14400 4,158 9,700 0,924
Tabel 5. Berat Molekul Enzim Bromelin.
Enzim Bromelin Berat Molekul
Varietas Bogor 30,654 kDa
Varietas Sukma 30,654 kDa
Tabel 6. Berat Molekul Enzim Papain.
Enzim Papain Berat Molekul
Varietas California 23,485 kDa
Varietas Sukma 23,485 kDa

Berdasarkan Tabel 5, perbedaan varietas enzim bromelin dinyatakan tidak ada
perbedaan berat molekul disebabkan karena pengambilan buah nanas pada dua varietas
sama-sama didataran tinggi dan umur buah nanas yang sama sehingga kemungkinan tidak
terjadi perbedaan berat molekul pada enzim bromelin dengan perbedaan varietas.
Perbedaan varietas enzim papain dinyatakan tidak ada perbedaan berat molekul yang dapat
disebabkan karena penyadapan getah buah pepaya dua varietas di dataran yang sama
dengan unsur hara yang sama juga umur buah yang sama sehingga kemungkinan tidak
terjadi perbedaan berat molekul enzim papain (Tabel 6).

Pita yang didapat dari hasil SDS-PAGE ini menunjukkan pita yang tipis, diduga
karena konsentrasi protein pada rentang sangat rendah dan konsentrasi berpengaruh pada
ketebalan pita protein pada hasil SDS-PAGE. Tebal tipisnya pita protein yang terbentuk
pada hasil SDS-PAGE menunjukkan kandungan atau banyaknya protein yang mempunyai
berat molekul yang sama, yang berada pada posisi pita yang sama. Hal ini sesuai dengan
prinsip pergerakan molekul bermuatan yaitu molekul bermuatan dapat bergerak bebas di
bawah pengaruh medan listrik. Molekul dengan muatan dan ukuran yang sama akan
terakumulasi pada zona atau pita yang sama atau berdekatan (Asadayanti, 2010).

KESIMPULAN
Berat molekul enzim bromelin dengan varietas Bogor dan varietas Suka memiliki
hasil yang sama yaitu 30,654 kDa. Berat molekul enzim papain dengan varietas California

dan varietas Sukma memiliki hasil yang sama yaitu 23,485 kDa. Dapat disimpulkan

63



Rachmania et al., ALCHEMY Jurnal Penelitian Kimia, VVol. 13 (2017), No. 1, Hal. 52 - 65

varietas buah yang berbeda tidak berpengaruh terhadap profil berat molekul enzim

bromelin dan papain.
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