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Abstrak
Rennet merupakan kombinasi dari enzim protease seperti kimosin dan pepsin yang didapatkan dari abomasum

anak sapi. Enzim kimosin sendiri merupakan enzim yang memiliki pengaruh dominan terhadap peristiwa koagulasi
pada susu menjadi curd dan whey dalam pembuatan keju. Beberapa alternatif dari enzim rennet dapat berasal dari
bahan pangan non-hewani, seperti enzim papain (dari ekstrak getah buah pepaya), enzim zingibain (ekstrak rimpang
jahe), enzim cucumisin (ekstrak bagian sarkokarp melon), dan bromelin (ekstrak batang dan buah nanas). Parameter
yang diamati dari beberapa jurnal berkaitan dengan sumber, pH dan suhu optimum, rasio antara milk clotting
activity (MCA) dengan proteolytic activity (PA), persentase cheese yield serta hardness keju. Hasil yang didapatkan
dari akumulasi beberapa jurnal dan ditabulasikan untuk mengetahui perbedaan karakteristik dan kualitas dari
masing-masing enzim. Keju yang dihasilkan oleh enzim papain memiliki karakteristik aroma manis, floral, dan fruity
akibat pembentukan asam asetat dan aldehid, sedangkan penambahan enzim zingibain menghasilkan keju dengan
senyawa aromatik yang cukup kuat. Enzim cucumisin yang ditambahkan pada proses pembuatan keju menghasilkan
karakteristik hardness yang rendah dengan nilai minimum sebesar 1,97 N, sedangkan penambahan enzim papain
mampu menghasilkan hardness yang paling tinggi pada nilai maksimum 13,79 N. Adapun penambahan enzim
bromelain mampu menghasilkan keju dengan karakteristik pahit yang rendah pada keju yang dihasilkan.

Kata kunci: enzim, rennet, keju, koagulasi, susu

Abstract
Rennet is a combination of protease enzymes such as chymosin and pepsin. Chymosin has an important role in

cheese production for coagulating milk and producing two distinct substances (curd and whey). There are several
rennet alternatives from non-animal sources, such as papain (extracted from papaya latex), zingibain enzyme
(extracted from ginger rhizome), cucumisin enzyme (extracted from melon fruit sarcocarp), and bromelain enzyme
(extracted from stem and pineapple fruit). Cheese source, optimum pH and temperature, ratio between milk clotting
activity (MCA) and proteolytic activity (PA), cheese yield and cheese hardness observed from several journals related
to the topic of this review were tabulated to understand the differences in characteristics and qualities between
enzymes. The use of papain enzyme produced sweet, floral, and fruity flavours to the cheese due to acetic acid and
aldehyde group formation during cheese making. Zingibain enzyme affected the formation of aromatic compound that
gives strong flavor, whilst the addition of bromelain enzyme produced less bitter cheese. Cucumisin enzyme gave
minimum hardness texture (1.97 N), whereas the addition of papain enzyme produced the maximum hardness value to
the cheese (13.97 N).
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PENDAHULUAN
Konsumsi produk olahan susu semakin

meningkat secara signifikan seiring dengan
peningkatan konsumsi lemak dan protein.
Salah satu produk olahan susu yang banyak
dikonsumsi adalah keju. Peningkatan
perdagangan produk olahan susu meningkat
sebesar 8% untuk bubuk whey; 4,1% untuk
keju, dan produk olahan susu sebesar 2,8

juta ton per tahun 2020 (FAO, 2021).
Keju merupakan produk olahan susu

yang diperoleh melalui proses koagulasi
enzimatis pada susu yang menghasilkan curd
dan whey. Proses koagulasi pada pembuatan
keju umumnya dilakukan secara enzimatis
menggunakan rennet sebagai agen koagulan
susu. Rennet umumnya diperoleh dari
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ekstraksi abomasum (perut keempat) anak
sapi yang disapih induknya(Aljammas et al.,
2018). Rennet merupakan kombinasi enzim
proteolitik dan lipolitik seperti pepsin, lipase
dan kimosin yang berperan dalam degradasi
protein kasein dengan memutus ikatan
peptida fenilalanin (105) dan metionin (106)
pada koagulasi susu (Alihanoğlu et al., 2018).

Permintaan pasar akan keju yang
semakin meningkat tidak sebanding dengan
produksi rennet yang terbatas, sehingga
menyebabkan peningkatan harga rennet serta
keju sebagai produk akhir. Keterbatasan
rennet sendiri disebabkan oleh anak sapi yang
rentan terserang penyakit, terutama karena
ambing induk sapi yang terkontaminasi
mikroba patogen, sehingga menyebabkan
penurunan kualitas enzim rennet yang
diperoleh (Martí-De Olives et al., 2020).
Permasalahan produksi tersebut
menyebabkan pentingnya menemukan bahan
lain yang memiliki kemampuan yang baik
dalam menggumpalkan susu dan
menghasilkan keju.

Penggunaan enzim protease yang
diekstraksi pada beberapa bahan nabati,
seperti buah kiwi, melon, dan jahe
menunjukkan hasil yang cukup baik dalam
penggumpalan susu, tetapi penggunaan
protease yang berasal dari bahan nabati
memiliki kelemahan pada lemahnya
sensitivitas enzim terhadap suhu yang
berdampak pada rendahnya nilai proteolytic
activity (PA) dan cheese yield. Cara untuk
mengatasinya dengan melakukan
pengendalian suhu secara berkala sesuai suhu
optimum masing-masing enzim untuk
menjaga aktivitas enzim tetap berjalan
dengan baik.

Artikel review ini bertujuan untuk
mengulas beberapa sumber bahan alternatif
rennet konvensional yang berasal dari
sumber nabati dan mudah ditemukan di
masyarakat. Pengetahuan tersebut diharapkan
mampu untuk membantu industri keju untuk
menekan harga produksi serta meningkatkan

kapasitas produksi, sehingga mampu untuk
memenuhi permintaan keju yang semakin
meningkat.

Mekanisme Kerja Enzim Rennet dalam
Mengkoagulasi Susu

Mekanisme koagulasi protein susu
menggunakan enzim rennet untuk
membentuk curd terdiri dari dua fase utama,
yakni fase primer (koagulasi enzimatis) dan
fase sekunder (pembentukan agregat).
Peristiwa yang terjadi pada fase primer
adalah proses hidrolisa yang dilakukan oleh
rennet (mengandung enzim kimosin dan
pepsin) terhadap κ-kasein pada asam amino
fenilalanin 105 dan metionin 106 yang
menyebabkan terjadinya pelepasan
C-terminal casein macropeptide (CMP) serta
hilangnya stabilitas serabut-serabut halus
pada permukaan misel kasein (Corredig &
Salvatore, 2016). Peristiwa ini menyebabkan
terbentuknya para-κ-kasein yang bersifat
hidrofobik dan terlepasnya CMP yang
bersifat hidrofilik (Jensen et al., 2015).

Kondisi tersebut terjadi pada
komponen kasein lainnya dan menginisiasi
pembentukan ikatan jembatan kalsium untuk
mengikat antar kasein tersebut. Jembatan
kalsium sendiri akan mempengaruhi tingkat
kekokohan dari curd yang terbentuk
sebagaimana dijelaskan dijelaskan Hovjecki
et al. (2022) bahwa terdapat pengaruh jumlah
rennet terhadap pemutusan ikatan κ-kasein
dan pembentukan jembatan kalsium.
Terbentuknya jembatan kalsium di antara
misel kasein akan meningkatkan kekokohan
gel, sehingga bila jumlah rennet yang
ditambahkan terbatas akan menghasilkan
struktur gel yang lebih lunak (Sandra et al.,
2012). Aktivitas enzimatik yang terjadi pada
tahap awal tersebut dapat terjadi dengan baik
pada kondisi pH yang rendah dan
menyebabkan terjadinya peningkatan laju
proteolisis (Amaro-Hernández et al., 2020).
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Fase sekunder merupakan agregasi
kasein misel yang terjadi akibat pelepasan
CMP dan terjadi penurunan stabilitas
koloidal. (Grassi et al., 2019). Proses
koagulasi fase sekunder bergantung pada ion
Ca2+ yang berperan mengikat residu asam
amino yang bermuatan negatif pada kasein
misel akan menurunkan muatan negatif misel
dan menyebabkan terjadinya peningkatan laju
agregasi pada protein susu dan pembentukan
formasi gel yang lebih kokoh (Arango et al.,
2018). Secara ringkas, mekanisme koagulasi
disebabkan karena terjadinya kerusakan
ikatan fenilalanin-metionin pada κ-kasein
yang melepaskan molekul CMP bersifat
hidrofilik dan membentuk para-κ- kasein
bersifat hidrofobik. Hal tersebut
menyebabkan terbukanya bagian protein
kasein bersifat hidrofobik yang akan saling
berikatan satu sama lain untuk membentuk
curd (Arlene et al., 2015). Ilustrasi koagulasi
kasein susu dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1.1. Mekanisme Koagulasi
Kasein Susu Sumber: Nicosia et al
(2022)

Sumber Alternatif Enzim Protease
1. Getah Buah Pepaya

Enzim papain termasuk enzim protease
sulfihidril yang aktivitas dipengaruhi oleh
gugus S-H pada sisi aktifnya dimana
pemecahan protein dapat terjadi dengan cara
pemecahan substrat menjadi produk oleh
gugus histidin dan sistein (Prihatini & Dewi,
2021) serta memiliki kemampuan proteolitik
memotong ikatan peptida protein. Gugus
fungsional sulfhidril pada enzim papain

mampu untuk menghidrolisa ikatan peptida
pada asam amino lisin dan glisin dan ikatan
peptida fenilalanin-105 dan metionin-106 pada
κ-kasein (Sheryl & Setiadi, 2020) serta
beraktivitas secara optimum pada pH 5-7
dengan suhu optimum 50-65oC (Arlene et al.,
2014). Hal tersebut sejalan pula dengan
penelitian yang dilakukan oleh da Silva et al
(2013) bahwa suhu optimum enzim papain
adalah 55oC dan dapat bekerja pula pada suhu
kamar, yakni 37oC (Li et al., 2022). Aktivitas
enzim papain optimum bekerja pada kisaran
pH 5-8 serta mengalami penurunan apabila
kontak dengan tekanan tinggi serta pada suhu
yang tinggi disebabkan karena oksidasi gugus
tiol pada sisi aktif enzim.

Penelitian yang dilakukan oleh Fachraniah
et al., (2019) menyatakan bahwa penambahan
enzim papain dengan penambahan air perasan
lemon memiliki kemampuan untuk
mengkoagulasikan kasein susu pada proses
pembuatan keju cottage dan mampu
menghasilkan curd sebesar 30,16%.
Kenampakan keju dari susu sapi pasteurisasi
yang dihasilkan dengan penggunaan enzim
papain tidak jauh berbeda dengan keju pada
umumnya yang memiliki kenampakan sedikit
kekuningan dan bertekstur sangat lembut
seperti puding. Berdasarkan penelitian Li et
al., (2022), enzim papain yang ditambahkan
dengan konsentrasi sebesar 0,4% mampu
menghasilkan cheese yield sebesar 15,3 kg per
100 kg susu sapi dengan suhu koagulasi
sebesar 14,1oC dan waktu koagulasi selama 11
menit, serta memiliki total asam amino bebas
sebesar 281,92 mg/100 gram bahan, hardness
sebesar 13,79 N (setelah pemeraman selama 1
hari ), dan springiness sebesar 0,50 mm
(setelah pemeraman selama 1 hari).
Karakteristik aroma yang dihasilkan adalah
manis, floral, dan fruity dihasilkan karena
adanya pembentukan senyawa asam asetat
ester etil, asam benzoat etil ester, asam
benzena asetat etil ester serta terdapat aldehid,
benzaldehid, tetapi benzaldehid merupakan

Alternatif Protease pada Enzim Rennet dalam Pembuatan… (Arco Anggoro) 75



ISSN: 0854-4255 Zigma, 38(2), 73-80, Desember 2023
ZIGMA

senyawa yang paling dominan pada keju
dengan penambahan enzim papain (Li et al.,
2022). Hasil dari pengujian lain terkait dengan
cheese yield dan hardness keju dengan
penambahan enzim papain berturut-turut
sebesar 10,75% dan 0,39 N serta rasio
MCA/PA yang diperoleh sebesar 408 (Arlene
et al., 2015). Rasio MCA/PA dari enzim
papain tergolong mendekati dengan rasio
MCA/PA kimosin sebesar 520
(Mazorra-Manzano et al., 2013). Salah satu
produk keju yang dapat dibuat dengan
menggunakan enzim papain adalah keju
dangke. Dangke merupakan keju tradisional
khas Indonesia dari Enrekang (Sulawesi
Selatan) yang tergolong soft cheese dan terbuat
proses pengkoagulasian susu sapi dengan
penambahan getah pepaya untuk
mengendapkan kasein (Al-Baarri et al., 2018).

2. Jahe
Rimpang jahe mengandung enzim

protease yang disebut sebagai zingibain yang
merupakan protease sistein dengan letak
glikosilasi pada aspargin-99 dan aspargin-156.
Enzim zingibain memiliki nilai rasio MCA/PA
sekitar 3,2 pada suhu optimum 60o- 65oC
dengan pH optimum 7 (Mazorra-Manzano et
al., 2013) dan enzim zingibain dapat bekerja
efektif pula pada suhu dengan rentang
40o-70oC (Gagaoua et al., 2017). Flavor keju
yang dibuat dengan penambahan enzim
zingibain lebih disukai dibandingkan dengan
penggunaan rennet yang dapat disebabkan
oleh karakteristik jahe sebagai rempah-rempah
dan tanaman yang memiliki gugus aromatik
yang dapat meningkatkan flavor dari keju,
sedangkan kekurangan dari penggunaan enzim
zingibain adalah menghasilkan keju dengan
rasa cukup pahit. (Adhikari et al., 2021). Pada
pengujian yang dilakukan oleh
Mazorra-Manzano, et al (2013) mengenai
penambahan enzim zingibain pada susu
mampu menghasilkan persentase cheese yield
sebesar 15,40% dan hardness sebesar 4,71N.

3. Melon
Enzim cucumisin yang berasal dari

ekstraksi bagian sarkokarp melon
mengandung konsentrasi serine protease
yang cukup tinggi. (Mazorra-Manzano et al.,
2013). Aktivitas enzim cucumisin optimum
pada rentang suhu optimum 65-70oC, tetapi
masih mampu beraktivitas hingga suhu 85oC
(Gagaoua et al., 2017). Enzim cucumisin
relatif stabil untuk beraktivitas pada pH 6,5,
sedangkan semakin tinggi suhu pemanasan
dapat menurunkan aktivitas proteolitik enzim
cucumisin. Aktivitas enzim cucumisin dapat
ditingkatkan dengan keberadaan beberapa ion
logam, seperti Ca2+, Mg2+,dan Mn2+ serta ion
Na+ dan K+ (Gagaoua et al., 2017). Enzim
cucumisin yang tergolong protease serin
tidak membutuhkan reagen pengkelat dan
reduktan untuk dapat mempertahankan
aktivitasnya. Hal tersebut berbeda dengan
beberapa protease yang berasal dari sumber
nabati yang tergolong sebagai endopeptidase
jenis sistein. Ikatan sistein yang ditemukan
pada sisi aktif enzim cucumisin terletak pada
sistein-245 dan sistein-250 serta sifat enzim
memiliki laju autolisis yang rendah
dibandingkan dengan enzim tripsin dan
papain (Murayama et al., 2012).

Aktivitas protease dari enzim cucumisin
dipengaruhi oleh enzim protease serin yang
memiliki kemampuan tinggi dalam proses
proteolitik dan memiliki kemampuan
mendekati enzim papain serta menghasilkan
lebih sedikit peptida pahit (Aktayeva et al.,
2018). Peptida pahit pada keju dihasilkan
akibat produksi proteolitik kasein susu dan
bergantung pada nilai rerata hidrofibisitas
protein (nilai Q) atau peptida yang
dikoagulasikan oleh enzim protease. Apabila
nilai Q (nilai rerata hidrofobisitas peptida)
lebih dari 1,4 kkal.residu-1 dan memiliki berat
molekul antara 100-6000 Da maka
kemungkinan keju memiliki rasa pahit akan
jauh lebih tinggi (Nath et al., 2022). Bila
ditinjau berdasarkan jenis enzim dan gugus
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katalitik target yang digunakan, yakni enzim
cucumisin dengan target asam amino sistein
(berat molekul 121 Da) dibandingkan dengan
enzim kimosin yang memiliki gugus katalitik
adalah fenilalanin dengan berat molekul
sebesar 165 Da, maka intensitas rasa pahit
pada keju yang dihasilkan dengan enzim
cucumisin lebih rendah dibandingkan dengan
keju yang dihasilkan oleh enzim kimosin.

Penggunaan enzim cucumisin dalam
memproduksi curd memiliki nilai yang
rendah sebesar 1,97 N yang disebabkan
karena tingginya aktivitas proteolitik (PA),
sehingga menghasilkan nilai rasio MCA/PA
yang jauh lebih rendah (Mazorra-Manzano et
al., 2013). Rasio MCA/PA dari enzim
cucumisin sendiri memiliki nilai maksimal
hingga 44,4 (Gómez-García et al., 2021).

4. Nanas
Enzim bromelin diisolasi dari batang

dan buah nanas yang belum matang. Enzim
bromelin paling stabil diperoleh dari bagian
batang buah nanas (Bala et al., 2012). Enzim
bromelin dengan asam amino sistein-26 dan
histidin-158 sebagai letak aktivitas katalitik
bekerja secara optimum pada pH 4,36-7,5
dan suhu 50o-55oC (Mazorra- Manzano et al.,
2013) serta pada suhu optimum maksimal
85oC (Gómez-García et al., 2021) dan suhu
optimum terendah sebesar 40oC (Komansilan
et al., 2021). Rasio MCA/PA yang
didapatkan oleh Beltran-ezpinoza et al (2021)
sebesar 0,1. Hal itu disebabkan karena enzim
bromelin membutuhkan waktu yang lebih
lama (lebih dari 15 menit) pada waktu
agregasi kasein misel serta berdampak pada
lambatnya proses koagulasi kasein.
(Beltrán-Espinoza et al., 2021). Enzim
bromelin sendiri akan mengawali
destabilisasi misel kasein susu dan terjadi
agregasi pada proses koagulasi protein yang
menghasilkan matriks tiga dimensi protein
kasein (Komansilan et al., 2021). Koagulasi
kasein tersebut berdampak pada persentase

cheese yield dan nilai hardness pada keju.
Karakteristik keju yang dihasilkan dengan
penambahan enzim bromelin tidak
mengurangi kualitas dari produk yang secara
umum diasosiasikan memiliki rasa pahit. Hal
itu dibuktikan dengan penambahan enzim
bromelin selama 8 jam tidak menghasilkan
keju yang pahit dan memiliki karakteristik
yang normal. Hal itu sejalan dengan
penelitian yang dilakukan oleh
Vergara-Alvarez, et al (2019) bahwa
penggunaan ekstrak enzim bromelin pada
pembuatan soft cheese menghasilkan soft
cheese berwarna kuning keju dan rasa pahit
tidak teridentifikasi pada seluruh sampel keju
yang diberi perlakuan penambahan enzim
bromelin pada konsentrasi berbeda serta
memiliki daya tahan secara mikrobiologis
hingga 14 hari masa simpan.

KESIMPULAN
Alternatif enzim rennet dapat

digunakan dengan memanfaatkan enzim
protease yang memiliki sifat mampu
mengkoagulasi susu menjadi curd dan whey
melalui dua tahapan koagulasi, yakni fase
primer (koagulasi enzimatis) dan sekunder
(pembentukan agregat). Enzim protease dapat
diperoleh dari komponen non-hewani, yakni
dengan penggunaan enzim papain yang berasal
dari ekstraksi getah buah pepaya, enzim
zingibain yang berasal dari ekstraksi rimpang
jahe, enzim cucumisin dari ekstraksi sarkokarp
buah melon, dan enzim bromelin yang
diekstrak dari bagian batang dan buah nanas.
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