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PERKEMBANGAN PROSES PRODUKSI ENZIM RENNET •



Enzim rennet adalah enzim yang digunakan untuk menggumpalkan susu pada proses pembuatan keju. keju. Kualitas keju yang dihasilkan dihasilkan sangat dipengaruhi dipengaruhi oleh enzim rennet.



•



Menurut perkembangan perkembangannya nya enzim rennet dibagi menjadi menjadi 4 jenis utama yaitu: rennet rennet dari lambung ruminansia, ruminansia, rennet rennet mikroba, fermentation produced produced chymosin chymosin (FPC) (FPC) dengan rekayasa genetika, dan rennet nabati. nabati.



1. Renn Rennet et dari dari Lamb Lambun ung g Rumi Rumina nans nsia ia



Pada awal awal ditemukan ditemukan enzim rennet rennet berasal berasal dari abomasum abomasum hewan hewan ruminansia ruminansia (sapi, (sapi, domba, kuda dll). dll). Ekstrak abomasum (rennet) merupakan merupakan bahan bioaktif yang yang umum digunakan sebagai koagulan koagulan dalam dalam proses pembuatan pembuatan keju. Rennet mengandung mengandung enzimenzimenzim yang dapat diperoleh dengan melakukan ekstraksi abomasum ruminansia khususnya yang masih muda (Purnomo (Purnomo dan Adiono. 1985; dan Winarno. Winarno. 1986). Abomasum merupakan merupakan bagia bagian n dari dari lambu lambung ng kelen kelenjar jar rumina ruminansi nsiaa yang yang masih masih diangg dianggap ap sebag sebagai ai limbah limbah hasil hasil pemotongan. pemotongan. Hasil penelitian penelitian Nelson Nelson pada pada tahun tahun 1975 menunjukkan bahwa ekstraksi abomasum sapi muda mengandung 94% rennin dan 6% pepsin, sedangkan pada ternak  dewasa adalah 6% rennin dan 94% pepsin (Scot. 1978). Cara ekstraksi ekstraksi abomasum abomasum yaitu: Abomasum Abomasum sapi, kerbau, domba dan kambing kambing dibuang lemaknya, dicuci bersih, kemudian dikeringkan dan dipotong kecil-kecil. Timbang 45 gram, direndam dalam 1000 ml larutan (NaCl + asam asetat) dengan pH 1,60; 1,75; 2,00; 2,25; dan 2,50. Beberapa studi banyak dilakukan untuk mencari alternatif enzim yang menyerupai renin dari mikroba untuk menggantikan renin pada pembuatan keju (Addis et al., 2008). Persyaratan yang harus dipenuhi adalah mampu melakukan aktivitas penggumpalan susu dengan baik namun mempunyai aktivitas proteolitik paling kecil untuk mengurangi pelarutan curd (Hashem, 1999).



 2. Rennet dari Mikroba



Enzim yang paling umum diisolasi dari rennet adalah chymosin (Phillips, 2011). Rennet yang banyak digunakan sebagai pengganti rennet anak sapi muda adalah rennet mikroba seperti dari kapang dan bakteri. Beberapa mikrobia penghasil rennin adalah kapang dan bakteri, seperti spesies  Mucor  yaitu Mucor pusillus, Mucor miehei, Mucor heimalis, dan  Mucor rouxii. Bakteri yang mampu menghasilkan rennin diantaranya  Endothia parasitica,  Bacillus subtilis, dan  Bacillus polymyxa. Penggunaan  Mucor  dan  Endothia untuk produksi



rennin adalah yang terbanyak dilakukan (Muchtadi dkk., 1992). Brock (1984) menyatakan bahwa rennin dari kapang memenuhi syarat untuk  pembuatan keju yaitu : 1) baik untuk koagulasi, tanpa adanya hidrolisis lanjut dari kasein, 2) menghasilkan keju dengan bau dan struktur yang baik, 3) tidak beracun, dan 4) daya proteolitiknya rendah, sehingga produk yang dihasilkan tidak pahit. Fedrich dan Fuller (1988) mengatakan bahwa tidak ada perbedaan yang nyata dalam proses pematangan dan produk akhir keju, yang dihasilkan melalui penggumpalan dengan enzim rennin mikrobia maupun rennin dari lambung anak sapi Metode Produksi Enzim Rennet dari mikroba



Gambar 1. Diagram Alir Proses Produksi Enzim Rennet dari Mikroba Media disiapkan



Media disterilisasi o 15menit 121 C



Inokulasi spora 5ml



o



Inkubasi 37 C 116 jam



Ekstraksi



Disaring



Dicentifuge



Hasil filtrate ekstrak kasar Enzim Rennet



 Rennin  M. pussillus disiapkan dengan cara menginokulasikan spora  M. pusillus kedalam media fermentasi tepung jagung ( pop corn) dengan perbandingan tepung jagung : larutan mineral (1 : 1), dengan pH media 4,0. Larutan mineral terdiri dari akuades, 0,1% urea; 2,0% pepton; 0,05% CaCl2; 0,02% KH2PO4; 0,05% MgSO4.7H2O;; 0,05% KCl. Kenudian o



Media disterilisasi pada suhu 121 C selama 15menit. Selanjutnya pada suhu kamar, media o



fermentasi diinokulasi spora sebanyak 5 ml, diinkubasi suhu 37 C selama 116 jam. Media fermentasi yang berwarna abu-abu,kemudian diekstraksi menggunakan blender dengan pengenceran akuades steril 1000 ml per 100 g dan ditambah tween 80 sebanyak 0,05%. Supernatan disaring dan kemudian disentrifugasi berkecepatan 4000 rpm selama 20 menit o



pada suhu 4 C sehingga diperoleh filtrate ekstrak kasar enzim rennin M. pussillus. Menurut Radiati dan Fardiaz (1991), standarisasi aktivitas enzim rennin  M. pusillus yang digunakan dalam pembuatan keju memiliki aktivitas proteolitik sebesar 12 unit/ml/menit dan aktivitas koagulasi sebesar 3020 unit/mg protein/menit.



3. Fermentation Produced Chymosin (FPC)



Karena ketidaksempurnaan dan kelangkaan mikroba dan rennet hewan, produsen mencari pengganti. Dengan perkembangan rekayasa genetika, menjadi mungkin untuk  mengekstrak rennet memproduksi gen dari perut hewan dan memasukkan mereka ke dalam bakteri, jamur atau ragi tertentu untuk membuat mereka menghasilkan chymosin selama fermentasi. Untuk media fermentasi dapat menggunakan bahan sisa industri pertanian yang masih mengandung zat gizi yang diperlukan untuk pertumbuhan mikrobia sehingga mampu menurunkan biaya produksi enzim. Saat ini mikroorganisme yang paling banyak digunakan adalah  Aspergilus niger .  Aspergillus niger  sudah dikenal foodgrade dan diakui sebagai organisme GRAS (Generally



Recognized As Safe). Genom  A. niger  dimasuki sebuah prochymosin c-DNA melalui ekspresi vektor. Chymosin disekresikan berupa protein fusi dengan glukoamilase dan diproses dengan protein aktif selama proses fermentasi. Setelah di kultivasi biomassa diinaktifkan dengan menurunkan nilai pH dan dipisahkan dengan penyaringan. Untuk  pemurnian chymosin menggunakan EBA (Expanded Bed Adsorpsi) Kromatografi.



 Gambar 2. Ilustrasi Proses Produksi Fermentation Produced Chymosin (FPC)



4. Rennet Nabati



Penemuan terbaru enzim rennet dihasilkan dari tanaman salah satunya dari getah papaya. Enzim papain dapat diperoleh dengan cara yang mudah karena tumbuhan pepaya sangat mudah tumbuh di daerah tropis khususnya Indonesia (Yuniwati, 2008). Tanaman pepaya di Kalimantan Barat sebanyak ±241.040 pohon dengan produksi buah ±111.243 kuintal dan produsen buah pepaya terbesar adalah kota Pontianak yaitu ±61.373 kuintal (Dinas Pertanian Pontianak, 2011). Enzim papain sebagai pengganti enzim rennet mempunyai beberapa kelebihan antara lain lebih mudah didapat dengan harga murah, tersedia dalam jumlah yang banyak dan tidak perlu murni.



 Cara Ekstraksi Papain



Getah pepaya ditambahkan larutan pengaktif (14 gram NaHSO3 dan 3 gram NaCl dalam 1 liter akuades) dengan perbandingan 1:1. Campuran ini diaduk kemudian disaring dan ditampung di cawan petri kemudian dijemur hingga getah tersebut kering. Getah yang telah mengering (padatan) dan ditumbuk sampai menjadi tepung papain halus kemudian dikemas dalam wadah plastik yang kedap air dan udara. Selanjutnya Selama proses inkubasi, pH campuran akan menurun hingga dibatasi pada pH 6. Setelah itu enzim papain ditambahkan, Penambahan enzim papain bertujuan untuk mengkoagulasi misel kasein dalam susu. Enzim papain ini akan mengubah bagian kappa kasein yang berada pada bagian permukaan misel kasein sehingga membentuk para-kappa-kasein. Selanjutnya ketika pH mendekati titik  isoelektrik kasein (pH 4,6 - 4,7) misel-misel kasein akan bergabung dan menggumpal membentuk gel. Misel-misel ini dapat bergabung disebabkan oleh interaksi bagian-bagian hidrofobik pada para-kappa kasein. Adanya kalsium yang terdapat dalam susu akan membantu proses koagulasi, yaitu berperan sebagai jembatan penghubung antara misel (Aehle, 2004).
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