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ABSTRAK

Jannah, S. L. 2022. Pengaruh pH dan Konsentrasi Substrat terhadap Aktivitas
Protease yang Dihasilkan oleh Weissella confusa. Skripsi. Jurusan Kimia
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Negeri Maulana Malik lbrahim
Malang Pembimbing I: Dr. Anik Maunatin, S.T; Pembimbing Il: M.P. Oky
Bagas Prasetyo, M. Si

Kata Kunci: Konsentrasi Substrat, pH, Protease, Weissella confusa,

Perkembangan ilmu pengetahuan menjadikan manusia memanfaatkan enzim
untuk kepentingan individu dan kelompok. Salah satunya enzim protease. Enzim protease
merupakan enzim yang dapat menghidrolisis protein menjadi asam amino dengan
memutuskan ikatan peptida. Tujuan penelitan ini untuk mengetahui pengaruh pH terhadap
aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh Weissella confusa dan mengetahui pengaruh
konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh Weissella
confusa.

Penelitian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan faktor
tunggal. Faktor yang pertama adalah variasi pH 5, 6, 7 dan 8. Sedangkan faktor kedua
variasi konsentrasi substrat 0,5%, 1%, 2,5% dan 3,5%. Data yang diperoleh dianalisis
dengan menggunakan Analysis Of Variance (ANOVA) dan terjadi perbedaan yang
signifikan dilanjutkan dengan uji tukey taraf 5%.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pengaruh pH terhadap aktivitas enzim
protease tertinggi dari Weisssella confusa pada pH 8 sebesar 7,692 x 102 U/mL. Aktivitas
enzim protease tertinggi pada pH digunakan untuk uji aktivitas enzim protease terhadap
konsentrasi substrat. Aktivitas enzim protease tertinggi diperoleh pada konsentrasi substrat
adalah 1% sebesar 6,701 x10 U/mL.
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ABSTRACT

Jannah, S. L. 2022. Effect of pH and Substrate Concentration on Protease Activity
Produced by Weissella confusa Thesis. Department of Chemistry, Faculty of Science and
Technology, Maulana Malik lbrahim Statue Islamic University, Malang. Supervisor I: Dr.
Anik Maunatin, S.T., M.P: Adviser II: Oky Bagas Prasetyo, M. Si

Key: Substrate concentration, pH, Protease, Weissella confuse

The development of science makes humans use enzymes for the benefit of
individuals and groups. One of them is the protease enzyme. Protease enzymes are
enzymes that can hydrolyze proteins into amino acids by breaking peptide bonds. The
purpose of this research was to determine the effect of pH on the activity of the protease
enzyme produced by Weissella confusa and to determine the effect of substrate
concentration on the activity of the protease enzyme produced by Weissella confusa.

This study used a completely randomized design (CRD) with a single factor. The
first factor is the variation of pH 5, 6, 7 and 8. While the second factor is the variation of
substrate concentration 0.5%, 1%, 2.5% and 3.5%. The data obtained were analyzed using
Analysis Of Variance (ANOVA) and there was a significant difference followed by a 5%
level Tukey test.

The results of this study indicate that the effect of pH on the activity of the highest
protease enzyme from Weissella confusa at pH 8 is 7.692 x 10 U/mL. The highest activity
of the protease enzyme at pH was used to test the activity of the protease enzyme against
the concentration of the substrate. The highest activity of the protease enzyme was obtained
at a substrate concentration of 1% at 6.701 x 102 U/mL.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perkembangan ilmu pengetahuan yang pesat memungkinkan manusia
memanfaatkan berbagai enzim untuk kepentingan manusia, salah satunya enzim
protease (Baltaci, 2017). Protease digunakan dalam bidang industri sekitar 60%
dan penjualan sekitar 40% di seluruh dunia. Enzim protease termasuk enzim
kompleks yang dapat diterapkan dalam bidang industri seperti deterjen, makanan
dan kulit. Enzim protease dapat mempercepat pemecahan ikatan peptida pada
polipeptida dan protein menggunakan reaksi hidrolisis sehingga menjadi ikatan
yang lebih sederhana. Enzim protease digunakan untuk mendegradasi protein
dalam berbagai proses industri (Baehaki, 2019).

Protease ditemukan di berbagai sumber seperti tanaman, hewan dan
bakteri. Bakteri merupakan sumber sangat baik untuk menghasilkan enzim
protease karena dapat diproduksi dalam jumlah besar dan waktu singkat. Selain
itu, dapat dimanipulasi secara genetik untuk menghasilkan enzim baru yang dapat
diubah-ubah sesuai keinginan dalam berbagai aplikasinya. Mikroorganisme dapat
menghasilkan protease yang digunakan dalam memecah polipeptida menjadi
peptida dan asam amino (Ahmad, dkk, 2018). Bakteri yang dapat menghasilkan
enzim protease seperti Weissella confusa.

Weissella confusa disebut juga Lactobacillus confusas yang diperoleh dari
beberapa sumber makanan (Goh dan Koshy, 2015). Sumber untuk memperoleh

Weissella confusa pada produk makanan antara lain susu, jus buah (Di Cagno, dkk,
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2013), sayuran (Sade, dkk, 2016) dan daging fermentasi (Tanasupawat, dkk, 2015).
Weissella confusa merupakan bakteri gram positif, tidak membentuk spora,
bersifat heterofermentatif, memiliki bentuk batang tidak beraturan atau kokid
(Shukla, 2011). Menurut penelitian Quittrini, dkk (2019) Weissella confusa
menunjukkan kemampuan adaptasi terhadap suhu 45°C, dan pH sebesar 6-9.

Faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim yaitu pH dan
konsentrasi substrat. Untuk mengetahui karakter dari enzim protease dalam
menghidrolisis protein menjadi asam aminonya agar mencapai aktivitas
maksimumnya sehingga penelitian ini menggunakan pengaruh pH dan konsentrasi
substrat. pH penting dalam penelitian ini karena berpengaruh terhadap kecepatan
aktivitas enzim dalam mengkatalis suatu reaksi. Menurut penelitian Sulthoniyah,
dkk (2015) pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease tertinggi diperoleh pada
pH 7 sebesar 1,9259 U/mL yang dihasilkan oleh bakteri Lactobacillus plantarum.
Berdasarkan penelitian Afriani, dkk (2018) aktivitas enzim protease tertinggi
diperoleh pH 7 menghasilkan aktivitas sebesar 155 U/mL oleh bkateri
Pediococcus pentosaceus. Menurut Karthikeyan, dkk (2018) Lactobaciilus
delbrueckii mempunyai aktivitas enzim protease tertinggi pada pH 7 sebesar 19,89
U/mL.

Konsentrasi substrat termasuk faktor penting dalam penentuan aktivitas
enzim karena meningkatnya konsentrasi substrat, kecepatan reaksi juga akan
meningkat akibat semakin banyaknya substrat yang terikat dengan enzim.
Berdasarkan penelitian Festus, dkk (2019) pengaruh konsentrasi substrat (kasein)
terhadap aktivitas enzim protease tertinggi diperoleh pada konsentrasi 1% yaitu 20

U/mL yang dihasilkan oleh bakteri Pediococcus acidilactici. Menurut Onilude dan
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Oke (2014) aktivitas enzim protease tertinggi pada konsentrasi substrat (kasein)
2% sebesar 100 U/mL dihasilkan oleh bakteri pedicoccus acidilactici. Hasil
penelitian Afriani, dkk (2018) pengaruh konsentrasi substrat (kasein) terhadap
aktivitas enzim protease tertinggi pada konsentrasi 2,5% sebesar 88,4 U/mL yang
dihasilkan oleh bakteri Pediococcus pentosaceus.

Weissella confusa adalah salah satu bakteri yang menghasilkan enzim
protease dengan menghidrolisis protein menjadi asam amino. Bakteri merupakan
mahkluk ciptaan Allah SWT. Untuk menghasilkan enzim protease harus
mengetahui tempat pertumbuhanya (penyimpanannya) dengan suhu dan pH
tertentu. Enzim protease dibutuhkan oleh mahkluk hidup untuk metabolisme tubuh
dalam memecah protein menjadi senyawa yang sederhana. Penjelasan tentang
mahkluk Allah SWT yang tidak terlihat dijelaskan dalam QS Al-Bagarah Ayat 26
berbunyi:

Oe Gl 480 palacd 1 5kl wﬂ\\.«\ﬁél.@}su&m}uu)uﬁu)wu\@mm\ﬁm\ &
e 5™ 15 4y 50403 V3 4y (ST gy 200 3051 Tl 505808 155 Gl 5% 23

Gl Y 24 (L
Artinya : “Sesungguhnya Allah tiada malu membuat perumpamaan berupa
nyamuk atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, maka
mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi mereka
vang kafir mengatakan: “Apakah Allah SWT menjadikan ini untuk
perumpamaan? ”. Dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan Allah
SWT dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberinya petunjuk
dan tidak ada yang disesatkan Allah SWT kecuali orang-orang yang fasik”.

Berdasarkan tafsir Al Misbah menerangkan tentang perempumaan karena
Sesungguhnya Allah tiada malu membuat perumpamaan seperti nyamuk atau yang

melebihinya yaitu lebih rendah atau lebih besar dari nyamuk. Allah SWT tidak

malu memberikan perumpamaan tentang nyamuk kecil yang diremehkan dan
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dianggap tidak penting. Terkandung dalam lafadz 83 & famaa faugoha “ atau

yang lebih rendah dari itu (Sihab, 2002).

Penelitian ini menggambarkan bahwa terdapat mahkluk ciptaan Allah SWT
yang memiliki ukuran sangat kecil dibandingkan nyamuk salah satunya
mikroorganisme. Mikroorganisme memiliki bentuk dan ukuran yang relatif kecil
sehingga tidak dapat dilihat oleh mata secara langsung untuk dapat melihat
membutuhkan alat seperti mikroskop, salah satu mikroorganisme yaitu bakteri.
Bakteri merupakan mikroorganisme uniselluler, tidak memiliki Klorofil dan
berukuran renik (mikroskopik). Bakteri tersebar luas dibandingkan mahkluk hidup
lainnya. Beberapa bakteri ada yang menguntungkan dan merugikan.

Berdasarkan latar belakang diatas dapat diketahui bahwa dengan
menggunakan isolat bakteri Weissella confusa dan diberi perlakuan yang berbeda
maka akan memiliki aktivitas enzim protease yang berbeda pula. Selain itu,
minimnya penelitian mengenai aktivitas enzim protease bakteri Weissella confusa
menjadikan penelitian ini perlu dilakukan untuk mengetahui aktivitas enzim

protease yang dipengaruhi oleh pH dan konsentrasi substrat.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini dapat dipaparkan sebagai berikut :
1. Bagaimana pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease yang
dihasilkan oleh Weissella confusa?
2. Bagaimana pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim

protease yang dihasilkan oleh Weissella confusa?



1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini dapat di paparkan sebagai berikut :
1. Mengetahui pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease yang
dihasilkan oleh Weissella confusa.
2. Mengetahui pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim

protease yang dihasilkan oleh Weissella confusa.

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Enzim protease yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari
Weissella confusa.
2. Variasi pH yang digunakan adalah 5, 6, 7, dan 8.
3. Variasi konsentrasi substrat yang digunakan adalah 0,5%; 1%; 2,5%; dan
3,5%.
1.3 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah memberikan informasi
ilmiah mengenai pengaruh pH dan konsentrasi substrat terhadap aktivitas

enzim protease yang dihasilkan oleh Weissella confusa.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Asam Laktat (BAL)

Enzim protease dihasilkan dari tumbuhan, hewan, dan bakteri karena waktu
untuk beregenerasi lebih pendek, materi genetik dapat dimanipulasi dengan mudah
dan kondisi kultur dapat dioptimalkan dengan mudah. Produksi enzim protease dari
bakteri dipengaruhi oleh sumber karbon, nitrogen dan parameter seperti pH, suhu
inkubasi, dan waktu inkubasi. Jumlah enzim protease yang diproduksi secara
maksimal dapat dilakukan dengan pemilihan media yang baik (Francois, 2014).
Salah satu mikroorganisme penghasil enzim protease adalah Weissella confusa.
Weissella confusa termasuk bakteri asam laktat.

Bakteri asam laktat dapat bertindak sebagai probiotik, bersifat non
patogen, menghasilkan asam laktat, kelompok jenis bakteri gram positif, berbentuk
coccus (bulat) atau bacillus (batang), tidak membentuk spora, dan juga memiliki
kemampuan menfermentasikan gula menjadi asam laktat. Selain itu, bakteri asam
laktat bersifat anaerob tetapi mampu menerima adanya oksigen dan metabolisme
karbohidrat dengan jalur fermentasi (Yousef, 2003). Bentuk dari bakteri asam
laktat mempunyai partikel putih yang merupakan dari koloni bakteri. Beberapa
macam bakteri asam laktat seperti Streptococcus sp, Lactobacilli, beberapa jenis
khamir non patogen, Lactobacillus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus dan ragi (Ismail, dkk, 2018).

Bakteri asam laktat (BAL) diisolasi dari makanan fermentasi. BAL telah

lama digunakan untuk meningkatkan rasa, mempermudah pencernaan dan
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penyerapan, serta menghambat pertumbuhan bakteri patogen dan aktivitas
antioksidan pada daging fermentasi (Liu, dkk, 2020). Dalam keamanan pangan,
bakteri asam laktat termasuk pada kategori General Recognized as Safe (GRAS)
sehingga aman berada dalam suatu produk pangan (Mahulette, dkk, 2016).

Kecepatan pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh pH, untuk pertumbuhan
bakteri juga terdapat rentang pH dan pH optimal. Pada bakteri patogen pH
optimalnya 7,2 — 7,6. Besarnya pertumbuhan bakteri dibatasi oleh produk
metabolitnya yang dihasilkan mikroorganisme. beberapa macam pertumbuhan
bakteri yang dipengaruhi pH seperti : (Rini, 2020).

a. Asidofil, tumbuh pada kisaran pH 2-5
b. Neutrofil, tumbuh pada kisaran pH 5,5-8

c. Alkalofil, tumbuh pada kisaran pH 8,4-9

2.2 Kurva Pertumbuhan Bakteri
Pertumbuhan mikroorganisme dari awal pertumbuhan sampai kematian di
tunjukkan dengan kurva pertumbuhan. Tahap pertumbuhan bakteri terdiri atas
empat fase antara lain fase lag, fase eksponensial, fase stasioner dan fase kematian
(Rini, 2020).
2.2.1 Fase lag

Fase lag disebut juga fase adaptasi. Pada fase ini perubahan bentuk dan
pertumbuhan jumlah individu belum terlihat jelas. Mikroba beradaptasi untuk
menyesuaikan diri dengan substrat dan kondisi lingkungan sekitar. Waktu yang

dibutuhkan untuk beradaptasi sekitar 5 menit sampai berjam-jam. Dalam fase ini
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belum terjadi pembelahan sel karena enzim belum disintesis. Waktu yang
diperlukan adaptasi lama karena dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain :

a. Jumlah sel
Apabila jumlah sel yang dipindahkan banyak maka akan berjalan dengan
cepat, tetapi jumlah sel yang dipindahkan sedikit maka akan berjalan
lambat.
b. Lingkungan pertumbuhan
Apabila mikroba dipindahkan dari medium dan lingkungan yang sama
seperti sebelumnya maka waktu adaptasi yang diperlukan akan cepat,
namun jika medium dan lingkungan yang baru berbeda dengan medium dan
lingkungan sebelumnya maka membutuhkan waktu beradaptasi yang lama.
2.2.2 Fase logaritmik atau Eksponensial
Fase eksponensial mulai terjadi perubahan bentuk, pembelahan sel
dengan cepat dan peningkatan jumlah sel secara maksimum. Peningkatan
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti kandungan sumber nutrien sebagai bahan
makan mikroba. Pada fase ini membutuhkan energi yang lebih banyak dibandingan
dengan fase lainnya.
2.2.3 Fase Stasioner
Fase stasioner merupakan fase keseimbangan antara pertumbuhan dan
kematian sel. Pada fase ini sumber nutrien mulai berkurang. Mikroba tidak bisa
melakukan aktivitas pertumbuhannya karena nutrien untuk mikroba mulai habis
sehingga akan terbentuk produk yang dapat mengakibatkan pertumbuhan sel
melambat menyebabkan jumlah sel yang hidup seimbang dengan jumlah sel yang

mati. Kepadatan bakteri dalam fase ini mencapai kepadatan yang maksimal.
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Kemudian dalam fase ini ukuran sel lebih kecil hal ini dikarenakan sel tetap tumbuh
dengan nutrien yang mulai habis.
2.2.4 Fase Kematian
Fase kematian ini terja di karena nutrien sudah habis, energi cadangan didalam sel
habis, proses metabolism berhenti, laju kematian meningkat dan ada kemungkinan
sel dihancurkan oleh pengaruh enzim yang berasal dari sel itu sendiri sehingga

menyebabkan mikroba tidak mampu lagi bertahan hidup dan mengalami kematian.

2.3 Bakteri Weissella confusa

Selama 20 tahun terakhir, para ilmuwan melakukan penelitian untuk genus
Weissella. Weissella diusulkan sebagai genus pada tahun 1993 dari klasifikasi
Lactobacillus dan Leuconoctoc spp. Bakteri ini banyak terdeteksi pada makanan
fermentasi (Fessard dan Remiz, 2017). Adapun Klasifikasi bakteri Weissella

confusa menurut Fusco (2015) dan bentuk bakteri ditunjukkan Gambar 2.1.

Gambar 2.1 Bakteri Weissella confusa

Filum : Firmicutes
Kelas : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Leuconoctocaeae
Genus : Weissella
Spesies : Lactobacillus
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Pertama kali genus Weissella diusulkan oleh Collins dkk (1993) berdasarkan
hasil analisis filogenetik 16S rDNA, genus Weissella secara filogenetik bakteri
asam laktat dan mencakup dua belas spesies mirip Lueconostoc yang divalidasi saat
ini termasuk W. confusa (untuk sebelumnya Lactobacillus confusus), W. minor
(sebelumnya Lacto bacillus minor), W. kandleri (sebelumnya Lactobacillus kand
leri), W. halotolerans (sebelumnya Lactobacillus halotolerans), W. viridescens
(sebelumnya  Lactobacillus  viridescens),  Weissella  paramesenteroides
(sebelumnya Leuconostoc paramesenteroides), W. hellenica, W. thailandensis, W.
cibaria, Weissella kimchii, dan Weissella koreensis. Weissella confusa merupakan
salah satu spesies Weissella yang paling tersebar luas dalam makanan, strain spesies
ini terbukti bertindak sebagai probiotik dan teknologi (Fusco, 2011). Selain itu,
Weissella spp termasuk starter kuat yang potensial untuk fermentasi makanan
(Fessard dan Remize, 2017).

Bakteri W. confusa menghasilkan asam laktat sebagai produk akhir primer
dari fermentasi karbohidrat. Spesies Weissella digunakan dalam produk berbagai
makanan dan minuman yang difermentasikan, selain itu juga digunakan sebagai
probiotik. BAL banyak diggunakan pada bidang bioteknologi dan industri
makanan karena selain asam laktat, bakteri asam laktat menghasilkan senyawa
penting seperti etanol, karbon dioksida, bakteriosin, eksopolisakarida (EPS),
oligosakarida, enzim proteolitik dan senyawa aromatik (Fessard dan Remize,
2017). Spesies Weissella dikategorikan sebagai bakteri asam laktat (BAL) dan
tersebar luas dalam makanan fermentasi. Selain itu, Weissella berpotensi sebagali
antikanker, antiradang, antibakteri, antijamur dan daya tahan tubuh (Kang, dkk

2016).
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2.4 Enzim Protease

Protease merupakan salah satu enzim kompleks yang dapat diterapkan
dalam produk komersial dan mempercepat pemecahan ikatan peptida pada
polipeptida dan protein menggunakan reaksi hidrolisis, sehingga membuatnya
menjadi ikatan yang lebih sederhana (Baehaki, 2019). Untuk mengetahui bakteri
penghasil enzim protease dapat dilakukan dengan menggunakan media yang
mengandung nutrisi seperti susu skim. Susu skim dihasilkan dari penghilangan
sebagian lemak dan air yang dipasteurisasi untuk mendeteksi aktivitas proteolitik
dan sebagai substrat protein (Perwendha, 2020). Susu skim memiliki kandungan
berupa kasein, kalsium, potasium, magnesium, dan fosfor. Penggunaan media susu
skim menurut Sarjono, dkk (2022) karena susu skim mengandung kasein yang
dapat dipecah oleh mikroorganisme proteolitik terjadi kekeruhan media yang
menunjukkan adanya aktivitas enzim. Protease akan mendegradasi kasein dengan
memutus ikatan peptida (CO-NH) yang terjadi akibat masuknya air ke dalam
molekul.

Umumnya bakteri dapat menghasilkan enzim seperti protease pada fase
eksponensial. Pada fase ini merupakan fase perbanyakan sel dengan bekteri
melakukan konsumsi nutrisi untuk memenuhi kebutuhannya. Sehingga
menyebabkan berbagai macam proses fisiologis terjadi pada fase ini. Nutrisi pada
bakteri dapat diperoleh dengan menghasilkan enzim protease yang memecah
protein menjadi asam amino. Enzim protease berfungsi melembekkan,
melembutkan atau menurunkan gluten yang membentuk protein. (Sarjono, dkk,

2022). Adapun reaksi hidrolisis enzim protease ditunjukkan pada Gambar 2.2
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Gambar 2.2 Mekanisme umum hidrolisis enzimatik substrat peptida (Moran, dkk.,
1994)

Mekanisme hidrolisis enzim, dimana enzim bertindak sebagai nukleofilik
yang bereaksi dengan peptida untuk menghasilkan zona bening dengan dibantu
katalis asam. Nukleofilik menyerang atom karbon karbonil, sehingga ikatan phi
antara C dan O berpindah menjadi PEB atom O membentuk intermediet tetrahedral
1. Intermediet tetrahedral 1 PEB atom O kembali membentuk karbonil, dengan
melepaskan produk amina yang dibantu oleh katalis asam. PEB pada katalis asam
yang kehilangan H mengikat H* dari molekul air. PEB atom O pada molekul air
mengikat atom C di karbonil dan elektron ikatan phi menuju atom O, sehingga
membentuk intermediet 2. PEB atom O kembali membentuk ikatan phi dengan
karbonil, elektron ikatan sigma nukleofil dan C menuju nukleofil sehingga

terbentuk senyawa asam karboksilat.
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2.5 Tirosin

Tirosin merupakan salah satu dari dua puluh asam amino yang akan
dianalisis dari enzim protease hal ini karena keberadaan dari cicin benzena. Cincin
aromatik memberikan sifat hidrofobik untuk tirosin menyebabkan tirosin tidak
memiliki interaksi terhadap air dan lingkungan dan berada di dalam inti protein.
Tirosin akan berinteraksi dengan lingkungan luar setelah aktivitas proteolitik pada
molekul protein sehingga dapat dideteksi. Cicin aromatik yang terkonjugasi
menyebabkan tirosin mampu menyerap sinar UV secara maksimal (Jin, 2016).

Metode pengujian menggunakan substrat kasein. Ketika kasein dihidrolisis
oleh protease, peptida terlarut dengan asam trikloroasetat (TCA). Peptida ini
mengandung tirosin dan residu triptofan, asam amino tirosin dibebaskan dengan
asam amino dan peptida lainnya yang bereaksi dengan reagen folin ciocalteu untuk
menghasilkan perubahan warna. Reagen ini juga akan bereaksi dengan peptida
mengandung residu sistein, dan histidin tetapi lebih kecil. Perhitungan aktivitas
enzim protease satu unit dapat diketahui sebagai jumlah enzim yang diperlukan
untuk menghidrolisis kasein melepas 1 mol tirosin mL"* menit -1. Kurva standar
tirosin digunakan untuk menentukan jumlah tirosin yang dilepas. Aktivitas

dihitung dengan membagi unit enzim (U/mL) (Mustaq, dkk, 2020).

2.6 Uji Aktivitas Enzim Protesase

Aktivitas protease ditentukan menggunakan uji kaseinolitik karena
pengujiannya memanfaatkan kasein sebagai substrat dan uji kolorimetrik karena
menggunakan reagen folin ciocalteu. Prinsip kolorimetrik, reaksi oksidasi dan
reduksi dimana gugus fenolik-hidroksil yang terdapat pada tirosin bereaksi dengan

reagen folin ciocalteu membentuk kompleks fosfotungstat-fosfomolibdat
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menghasilkan larutan berwarna biru (Nizar, 2015). Keberadaan bakteri dapat
dideteksi menggunakan spektrofotometri berada pada daerah cahaya visible dengan
panjang gelombang 400-700 nm yang efektif untuk mengetahui keberadaan bakteri
(Kim, 2013). Reaksi hidrolisis dapat dihentikan dengan penambahan larutan TCA
(asam trikloroasetat) menyebabkan enzim dan sisa substrat menjadi terdenaturasi,
kecuali produk hasil hidrolisis yang memperoleh asam amino (Cappucino dan
Sherman, 2005)

Menurut Rodarte, dkk (2011) kasein termasuk substrat yang baik untuk
mengisolasi bakteri penghasil enzim protease. Menurut Kant (2016) substrat
kasein memiliki aktivitas enzim protease sebesar 1,6 U sedangkan untuk gelatin
dengan aktivitas enzim protease sebesar 0,6 Unit dan keratin sebesar 1,2 Unit.
Hasil tersebut diketahui jika substrat kasein dalam menghidrolisis enzim protease
lebih tinggi dibandingkan dengan gelatin dan keratin. Dalam menghidrolisis enzim
terjadi pemutusan ikatan peptida sehingga melepaskan asam amino.

Aktivitas enzim protease dapat diidentifikasi menggunakan metode
modifikasi Bragmeyer and Grassi (1983) dengan menggunakan kasein sebagai
substrat. Prinsip pengukurannya dengan menghidrolisis substrat oleh enzim
protease menjadi asam amino dan peptida. Asam amino yang diperoleh dari
hidrolisis kasein oleh protease dipisahkan menggunakan TCA (Tricloro acetic
acid). Peningkatan hidrolisis disebabkan oleh peningkatan peptida dan asam amino
yang terlarut dalam TCA akibat pemutusan ikatan peptida selama hidrolisis
(Hanslaniza, 2010). Secara umum, pengendapan protein dengan TCA
dikelompokkan menjadi beberapa golongan berdasarkan konsentrasi TCA yang

digunakan. Pada konsentrasi TCA dibawah 5% (w/v) terjadi peningkatan
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keasaman sehingga jumlah protein yang mengendap mulai meningkat. Ketika
konsentrasi TCA antara 5-45% (w/v) menyebabkan protein mengendap dalam
jumlah maksimal. Apabila konsentrasi TCA lebih dari 45% (w/v) menyebabkan
terjadi penurunan jumlah protein yang mengendap secara drastis (Rajalingan, dkk,
20009).

Tahap pemisahan asam amino dengan protein atau substrat yang belum
terhidrolisis pada waktu inkubasi menggunakan sentrifugasi pada kecepatan 4000
rpm selama 20 menit. Hasil dari sentrifugasi diperoleh supernatan. Supernatan
yang terbentuk tersebut merupakan asam amino hasil hidrolisis kasein oleh
protease. Kemudian ditambahkan Na>,COs untuk memberikan suasana basa dalam
supernatan. Pereaksi folin ciocalteu ditambahkan sehingga warna terbentuk
menjadi biru. Larutan diukur menggunakan alat spektrofotometer pada panjang
gelombang tertentu. Aktivitas protease dihitung dalam satuan U (unit) per mL
ekstrak enzim.

Analis hasil uji aktivitas enzim protease menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Rancangan Acak Lengkap merupakan keragaman atau variasi
hanya disebabkan oleh perlakuan yang dicobakan dan perlakuan tersebut
merupakan satu faktor. Rancangan ini dikatan acak karena setiap satuan percobaan
mempunyai peluang yang sama untuk mendapatkan perlakuan sedangkan
dikatakan lengkap karena seluruh perlakuan yang dirancang dalam percobaan
tersebut digunakan. Missal faktor yang ingin dikaji pengaruhnya adalah pH.
Perlakuan yang dicobakan adalah pH 1 (P1), pH 2 (P2) dan pH 3 (P3). Kemudian
faktor yang diluar perlakuan atau faktor lingkungan pada unit percobaan

dikondisikan serbasama (homogen) kemudian penempatan perlakuan dalam
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percobaan dilakukan secara acak dan lengkap (Harsujuwono, 2011). Adapun
langkah-langkan analisa menggunakan One way Anova :

a. Input data ke data views SPSS.

b. Klik analyze, kemudian pilih compare means dan pilih one way anova.
c. Kemudian input hasil ke dalam dependent list dan pH ke kolom faktor.
d. Klik options kemudian centang descriptive.

e. Klik post hoc, selanjutnya centang LSD atau Tukey dan Kklik continue.

2.7 Faktor yang mempengaruhi Aktivitas Enzim

Kemampuan enzim protease dalam menghidrolisis protein dapat dipengaruhi oleh
beberapa faktor seperti pH dan konsentrasi substrat.

2.7.1 pH

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh pH hal ini disebabkan konsentrasi ion
hidrogen mempengaruhi struktur tiga dimensi enzim dan aktivitasnya. Setiap
enzim memiliki pH tertentu dimana pada pH tersebut struktur tiga dimensinya
paling kondusif untuk meningkatkan substrat. Apabila konsentrasi ion hidrogen
berubah aktivitas enzim secara progresif hilang sampai akhirnya enzim menjadi
tidak fungsional (Lehninger, 1997).

Berdasarkan penelitian Khusnati dan Nanda (2019) aktivitas enzim
protease dipengaruhi pH 4,5 memperoleh aktivitas sebesar 0,4230 U/mL yang
dihasilkan bakteri Lctobacillus plantarum B110. Penelitian terdahulu yang
dilakukan Afriani, dkk (2018) aktivitas enzim protease yang dipengaruhi pH 6
menghasilkan aktivitas sebesar 15 U/mL oleh bakteri Pediococcus pentasaceus.

Menurut penelitian Karthikeyan, dkk (2018) aktivitas enzim protease yang
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dipengaruhi oleh pH 7 menghasilkan aktivitas sebesar 155 U/mL dari bakteri
Lctobacillus delbrueckii.

Berdasarkan hasil penelitian terdahulu menunjukkan bahwa semakin
tinggi pH maka aktivitas enzim protease yang diperoleh semakin tinggi hal ini
karena sisi aktif enzim masih dapat berinteraksi dengan pH sehingga menghasilkan
aktivitas enzim protease optimum, namun pH dapat mengalami penurunan karena
sisi aktif enzim telah banyak yang bereaksi dengan pH sehingga aktivitas enzim
protease mengalami penurunan. Selain itu, dikarenakan adanya perubahan keadaan
ion enzim dan substrat pada bagian gugus fungsional. Perubahan gugus fungsional
menyebabkan sulitnya enzim dan substrat untuk berinteraksi, sehingga reaksi
mengalami penurunan.

Menurut penelitian Tazkia (2017) penurunan aktivitas enzim protease
dipengaruhi oleh perubahan struktur tersier yang menyebabkan bagian hidrofobik
yang semula tersimpan di dalam molekul menjadi terbuka. Sehingga kelarutan
enzim berkurang. Berkurangnya kelarutan enzim menyebabkan penurunan
aktivitas enzim secara perlahan. Menurut Wardani (2012) enzim memiliki
konformasi sisi aktif yang sesuai dengan substrat kasein dan terbentuk enzim
substrat maksimal, sehingga menghasilkan produk yang maksimal juga.

Menurut teori palmer (1995) penurunan aktivitas enzim protease
disebabkan sebagai akibat dari perubahan bentuk, sifat muatan enzim dan substrat.
Perubahan pH menyebabkan perubahan keadaan ionisasi asam amino dalam
protein yang mengalami perubahan ikatan ionik menentukan struktur tersier dan
sifat muatan protein. Hal ini menyebabkan inaktivasi enzim dan mengubah

pengenalan substrat. Perubahan pH akan mengakibatkan enzim mengalami
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denaturasi karena adanya gangguan terhadap berbagai interaksi non kovalen yang
menjaga kestabilan struktur 3 dimensi enzim (Baehaki, dkk., 2008).

2.7.2 Konsentrasi substrat.

Pada konsentrasi substrat rendah, enzim tidak mencapai konversi
maksimum akibat sulitnya enzim menemukan substrat yang akan direaksikan.
Dengan meningkatnya konsentrasi substrat, kecepatan reaksi juga akan meningkat
akibat semakin banyak substrat yang terikat dengan enzim. Peningkatan konsentrasi
substrat pada titik jenuh tidak dapat lagi meningkatkan kecepatan laju reaksi, hal
ini dikarenakan sisi aktif enzim telah jenuh (Pratiwi, 2008).

Menurut penelitian Karthikeyan, dkk (2018) aktivitas enzim protease
yang dipengaruhi konsentrasi substrat kasein 0,4% menghasilkan aktivitas enzim
sebesar 50 U/mL oleh bakteri Lactobacillus delbrueckii. Menurut Onilude dan Oke
(2014) aktivitas enzim pada konsentrasi substrat kasein 1% sebesar 60 U/mL
dihasilkan oleh bakteri Pedicoccus acidilactici. Penelitian terdahulu yang
dilakukan oleh Afriani, dkk (2018) aktivitas enzim protease yang dipengaruhi oleh
konsentrasi substrat kasein 2,5% menghasilkan aktivitas sebesar 20 U/mL dari
bakteri Pediococcus pentasaceus. Hasil dari penelitian terdahulu menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi substrat aktivitas enzim protease mengalami
penurunan. Hal ini dikarenakan terjadi perubahan bentuk pada bagian sisi aktif
enzim, sehingga untuk berikatan dengan substrat sudah mengalami kejenuhan dan
aktivitas enzim protease mengalami penurunan. Menurut sharma (2013)

konsentrasi yang meningkat dapat mengakibatkan kejenuhan enzim.
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2.8 Spektrofotometer

Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur
absorbansi dengan cara melewatkan cahaya dengan panjang gelombang tertentu
pada suatu objek kaca atau kuarsa yang dinamakan kuvet. Sebagian cahaya akan
terserap dan sisanya akan dilewatkan. Dimana nilai absorbansi dari cahaya yang
diserap sebanding dengan konsentrasi larutan pada kuvet (Sastrohamidjojo, 2007).
Speketrofotometer UV-Vis digunakan untuk mengukur panjang gelombang dari
intensitas sinar ultraviolet dan sinar tampak yang dia bsorpsi oleh sampel. Sinar
ultraviolet pada panjang gelombang 200-400 nm sedangkan sinar tampak berada
pada panjang gelombang 400-800 nm (Elsair, 2012). Untuk bakteri yang tidak
berpigmen memilik panjang gelombang antara 400-1000 nm (Cushia, dkk, 2021).

Prinsip kerja dari spketrofotometer UV-Vis adalah interaksi antara materi
dengan radiasi elektromagnetik. Radiasi elektromagnetik yang dipancarkan berupa
partikel foton dimana energi foton berbanding terbalik dengan panjang gelombang
molekul yang menyerap gelombang elektromagnetik menyebabkan elektron
tereksitasi dari keadaan dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Eksitasi elektron
direkam dalam bentuk spektrum yang dinyatakan sebagai panjang gelombang.
Semakin rendah energi yang dibutuhkan elektron untuk bereksitasi maka semakin
besar panjang gelombang yang diabsorbansi (Suhartati, 2017).

Densitas optik (OD) digunakan sebagai pengukuran konsentrasi biomassa
yang tersuspensi. Pengukuran OD merupakan pengukuran yang paling umum
digunakan di laboratorium mikrobiologi untuk menilai pertumbuhan mikroba
secara kualitatif sebagai kekeruhan suatu kultur. Kekeruhan dinilai secara visual

dari suatu kultur hanya merupakan perkiraan kasar dari konsentrasi sel (Myers,
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dkk, 2013). Dalam analisis bakteri panjang gelombang yang sering digunakan
adalah 600 nm, hal ini karena OD 600 nm panjang gelombang 600 nm digunakan
untuk menentukan konsentrasi sel bakteri. Karena sel bakteri yang menyerap pada
600 nm mungkin tidak akan menyerap pada panjang gelombang lebih tinggi atau
lebih rendah dari 600 nm (Buch, 2019).

Gabungan antara warna komplementer dan warna yang diabsorpsi akan
menghasilkan cahaya putih. Bagi pengamat berkas cahaya yang diteruskan akan

terlihat berwarna yang disebut warna komplementer (Khaldun, 2018).

Tabel 2.1 Spektrum cahaya tampak dan warna komplementer

Panjang gelombang Warna Warna Komplementer
(nm)

400-435 Violet Kuning-hijau
435-480 Biru Kuning
480-490 Hijau-biru Oranye
490-500 Biru-hijau Merah
500-560 Hijau Ungu
560-580 Kuning-hijau Violet
580-595 Kuning Biru
595-610 Oranye Hijau-biru

610-700 Merah Biru-hijau



BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Sains
dan Teknologi Universitas Maulana Malik Ibrahim Malang, Jawa Timur.

Penelitian akan dilaksanakan mulai bulan September 2021.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Peralatan digunakan untuk pembuatan media De Man Ragosa Sharpe
Agar (MRSA), De Man Ragosa Sharpe Broth (MRSB), dan Skim Milk Broth
(SMB) adalah erlenmeyer, seperangkat alat autoklaf, hot plate, botol, gelas ukur,
timbangan, stirer, kapas dan plastik wrap. Pembuatan buffer menggunakan alat
seperti labu ukur 100 mL, batang pengaduk, timbangan, spatula, botol, yellow tip,
pipet ukur 25 mL, mikropipet, pipet tetes, beaker gelas dan seperangkat alat pH,
sedangkan pembuatan konsentrasi substrat menggunakan timbangan, spatula, labu
ukur 25 mL, botol dan pipet tetes. Peremajaan menggunakan jarum ose, bunsen,
tabung reaksi. Sedangkan alat untuk pembuatan inokulum adalah jarum ose,
bunsen dan botol. Untuk produksi dan ekstraksi enzim protease menggunakan alat
yaitu botol, shaker inkubator, seperangkat alat sentrifugasi, kawat ose, mikropipet,
tabung reaksi, tabung sentrifugasi dan pipet. Pembuatan kurva tirosin
membutuhkan alat seperti timbangan, beaker gelas, pipet ukur 10 mL, seperangkat
alat spektrofotometer, tabung reaksi, blue tip, mikropipet, labu ukur 100 mL, labu

ukur 10 mL, pipet tetes dan rak tabung reaksi. Uji aktivitas enzim protease
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menggunakan alat yaitu blue tip, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet ukur 10
mL, mikropipet, inkubator, sentrifugasi, tabung sentrifugasi dan seperangkat alat

spektrofotometer.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan untuk peremajaan bakteri seperti media De Man
Ragosa Sharpe Agar (MRSA). Pembuatan buffer menggunakan bahan seperti
asam sitrat, Na-sitrat, Na,HPO4, NaHPO4.H,0 dan aquades, sedangkan pembuatan
substrat menggunakan kasein dan aquades. Pembuatan inokulum menggunakan
media De Man Ragosa Sharpe Broth (MRSB) dan isolat bakteri Weissella confusa.
Produksi dan ekstraksi enzim protease membutuhkan bahan seperti media Skim
Milk Broth (SMB) sebanyak 25 mL, inokulum bakteri sebanyak 25 mL, dan
aquades,. Pembuatan kurva standar tirosin membutuhkan bahan seperti tirosin 100
mg/L, Na,CO3 0,5 M sebanyak 2,5 mL, reagen Folin Ciocalteu sebanyak 0,5 mL
dan tirosin sebanyak 1 mL. Bahan yang digunakan untuk mengetahui pengaruh
aktivitas enzim protease terhadap pH adalah ekstrak kasar enzim 1 mL, kasein 2%
sebanyak 1 mL, buffer asam sitrat pH 5 dan 6, sedangkan buffer fosfat 7 dan 8
sebanyak 1 mL, Tricloroasetat Acid (TCA) 0,4 M sebanyak 1 mL, Na,CO3 0,5 M
sebanyak 2,5 mL, reagen Folin Ciocalteu sebanyak 0,5 mL, sedangkan untuk uji
aktivitas enzim protease terhadap konsentrasi substrat menggunakan bahan yang
sama seperti uji aktivitas enzim protease sebelumnya dengan variasi konsentrasi

substrat yaitu 0,5%, 1%, 2,5%, dan 3,5%.
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental laboratorik terdiri dari dua tahap.
Tahap pertama untuk mengetahui pengaruh pH media terhadap aktivitas enzim
protease yang dihasilkan oleh Weissella confusa dengan variasi pH yang
digunakan yaitu 5, 6, 7, dan 8. Penelitian tahap kedua untuk mengetahui
konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh
Weissella confusa dengan variasi konsentrasi substrat meliputi 0,5 %, 1 %, 2,5 %
dan 3,5 % yang dilakukan pada kondisi pH optimum hasil dari tahap pertama.

Rancangan penelitian ini menggunakan metode Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan pengulangan tiga kali, adapaun data yang diperoleh dalam
penelitian ini berupa aktivitas enzim protease.

Tabel 3.1 Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease

pH Aktivitas Enzim

6
7
8
9

Kondisi pH optimum ditunjukkan dengan aktivitas enzim tertinggi dan digunakan
untuk perlakuan berikutnya.

Tabel 3.2 Pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim protease

Konsentrasi Substrat (%0) Aktivitas Enzim
0,5
1
2,5
3,5
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3.4 Tahap Penelitian
1. Pembuatan media
2. Pembuatan buffer dan konsentrasi substrat
3. Regenerasi bakteri
. Pembuatan inokulum

4

5. Pembuatan kurva standar tirosin

6. Produksi dan ekstraksi enzim protease.
;

Uji Aktivitas Enzim Protease.

o

Uji aktivitas enzim protease dengan variasi pH
b. Uji aktivitas enzim protease dengan variasi konsentrasi substrat

8. Analisa data

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Pembuatan Media (Dash, 2017)
3.5.1.1 Media De Man Ragosa Sharpe Agar (MRSA)
MRSA ditimbang sebanyak 3,41 g dan ditambahkan 50 mL aquades.

Dipanaskan sampai mendidih sambil diaduk. Kemudian disterilisasi menggunakan

autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit.

3.5.1.2 Media De Man Ragosa Sharpe Broth (MRSB)
MRSB ditimbang 5,22 g dan ditambahkan 100 mL aquades. Dipanaskan
hingga larut, kemudian dimasukkan kedalam botol masing-masing 25 mL. Media

disterilisasi dengan suhu 121°C selama 15 menit.

3.5.1.3 Media Skim Milk Broth (SMB)

SMB ditimbang sebanyak 1,4 g kemudian ditambahkan 100 mL aquades.
Dipanaskan sampai larut, setelah itu dimasukkan ke dalam botol masing-masing
25 mL. Media disterilisasi menggunkan autoklaf pada suhu 121°C selama 15

menit.
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3.5.2 Pembuatan Buffer

Ditimbang asam sitrat sebanyak 2,101 g dan Na-sitrat sebanyak 2,941 g.
Kemudian dimasukkan ke dalam masing-masing labu ukur 100 mL dan
ditandabataskan. Sehingga diperoleh larutan X adalah asam sitrat dan larutan Y
yaitu Na- Sitrat. Pembuatan pH 5 dilakukan dengan dipipet larutan X sebanyak
20,5 mL dan ditambahkan larutan Y sebanyak 29,5 mL. Kemudian diencerkan
pada labu ukur 100 mL dan diuji menggunakan pH meter. Untuk pembutan pH 6
diberikan perlakuan yang sama seperti pH 5 dengan dipipet larutan X sebanyak 9,5
mL dan ditambahkan larutan Y sebanyak 41,5 mL.

Pembuatan pH 7 dan 8 dengan ditimbang Na,HPO4 sebanyak 2,839 g dan
NaHPO4.H20 sebanyak 2,759 g. Selanjutnya dilakukan seperti pembuatan pH
sebelumnya. Sehingga diperoleh lartan X yaitu Na;HPO4 dan larutan Y adalah
NaHPO4.H20. Untuk pH 7 dipipet larutan X sebanyak 19,5 mL kemudian
ditambahkan larutan Y sebanyak 30,5 mL, sedangkan untuk pH 8 dipipet larutan
X sebanyak 2,65 mL dan ditambahkan larutan Y sebanyak 47,35 mL. Langkah

selanjutnya dilakukan sesuai dengan pembuatan pH sebelumnya.

3.5.3 Pembuatan Substrat
Pembuatan konsentrasi substrat menggunakan kasein sebanyak 25 mL.
Dalam setiap konsentrasi 0,5%, 1%, 2,5%, dan 3,5% ditimbang kasein sebanyak

0,125 g, 0,25 g, 0,625 g, dan 0,875 g. Kemudian dilarutkan menggunakan aquades.
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3.5.4 Produksi dan Ekstraksi Enzim Protease
3.5.4.1 Peremajaan Bakteri

Peremajaan bakteri dilakukan dengan pengambilan isolat Weissella confusa
menggunakan jarum ose. Kemudian isolat bakteri tersebut digoreskan ke dalam
media MRSA miring. Setelah itu diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam. Hasil

peremajaan digunakan untuk pembuatan inokulum.

3.5.4.2 Pembuatan Inokulum Bakteri (Marnolia, 2016)

Pembuatan inokulum dilakukan dari hasil peremajaan yang kemudian
diinokulasikan ke dalam media MRSB sebanyak 25 mL. Kemudian dishaker
dengan kecepatan 150 rpm selama 16 jam pada suhu ruang. Setelah itu, diamati
perubahan warna menjadi keruh yang menandakan pertumbuhan bakteri. Hasil dari
inokulum ditentukan OD (Optical Density) dengan diambil 4 mL dan blanko
MRSB tanpa inokulum diambil 4 mL yang dimasukkan ke dalam tabung reaksi
steril. Kemudian diukur pada panjang gelombang 600 nm dan hasil pengukuruan
OD disetarakan dengan 0,5. Hasil dari penyetaraan inokulum digunakan untuk

produksi enzim protease.

3.5.4.3 Produksi Enzim Protease (Marnolia, 2016)

Produksi enzim protease menggunakan hasil penyetaraan inokulum.
Kemudian dimasukkan 2,5 mL inokulum ke dalam tabung sentrifugasi steril dan
disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit sehingga diperoleh
endapan. Endapan tersebut ditambahkan aquades steril dan disentrifugasi kembali
pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit dan diambil endapannya. Endapan

tersebut ditambahkan 1 mL media SMB ke dalam tabung sentrifugasi, kemudian
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diambil kembali menggunakan mikropipet dan dimasukkan ke dalam media SMB.
Setelah itu, dishaker pada kecepatan 150 rpm selama 24 jam pada suhu ruang.
Kemudian disentrifugasi kembali pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit, hasil
sentrifugasi didinginkan pada refrigator selama 10 menit. Diambil supernatan yang
mengandung ekstrak kasar enzim protease. Hasil ekstrak kasar enzim protease

digunakan untuk uji aktivitas enzim.

3.5.5 Kurva Standar Tirosin (Yusriah, 2013)
3.5.5.1 Penentuan panjang gelombang maksimum

Ditimbang 0,01 g tirosin dan ditambahkan aquades ke dalam beaker gelas.
Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan diencerkan sampai tanda batas.
Sehingga diperoleh larutan stok 100 mg/mL. Kemudian dilakukan dengan dipipet
2 mL dari larutan stok, selanjutnya diencerkan sampai 10 mL sehingga diperoleh
konsentrasi 20 mg/mL. Dari konsentrasi diambil 1 mL dan dimasukkan tabung
reaksi. Ditambahkan 2,5 mL Na;COs; 0,5 M dan dihomogenkan. Setelah itu,
ditambahkan 0,5 mL reagen Folin Ciocalteu dan dihomogenkan. Selanjutnya
diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 200-800
nm dan dicari panjang gelombang tertinggi. Hasil Amaxs digunakan untuk penelitian

selanjutnya.

3.5.5.2 Pembuatan Kurva Standar Tirosin

Pembuatan kurva standar tirosin dilakukan dengan dipipet larutan stok
100 mg/mL dipipet sebanyak 1, 3, 5, 7 dan 9 mL kemudian diencerkan sampai 10
mL, sehingga diperolen konsentrasi 10, 30, 50, 70 dan 90 mg/mL. Setiap

konsentrasi diambil 1 mL dan dimasukkan tabung reaksi. Kemudian langkah
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selanjutnya diberi perlakuan yang sama seperti penentuan Amas. Selanjutnya
diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV pada Amas dari
penelitian sebelumnya. Hasil absorbansinya dibuat persamaan linier dengan
diinterpolasikan konsentrasi yang diukur dan digunakan untuk uji aktivitas enzim
protease.

3.5.6 Uji Aktivitas Enzim Protease (Sumardi, dkk 2019)
3.5.6.1 Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Protease

Pengukuran aktivitas protease dengan metode Bregmeyer & Grassi (1983)
menggunakan kasein 2 % sebagai substrat. Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim
protease dilakukan dengan ditambahkan 0,5 mL larutan ekstrak kasar enzim
protease, kemudian ditambahkan 1 mL buffer asam sitrat pada pH 5 dan 6,
sedangkan buffer fosfat pada pH 7 dan 8. Selanjutnya ditambahkan kasein 2,0%
sebanyak 1 mL dan diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C, kemudian
ditambahkan 1 mL trikloroasetat (TCA) 0,4 M. Disentrifugasi pada kecepatan
5000 rpm selama 20 menit, hasil dari setrifugasi diambil 0,5 mL dan ditambahkan
2,5 mL Na;CO3 0,5 M. Ditambahkan 0,5 mL reagen folin ciocalteu dan diinkubasi
selama 20 menit pada suhu 37°C. Kemudian diukur nilai absorbansi pada Amaks.
Untuk blangko, sampel enzim diganti aquades dengan perlakuan yang sama. Hasil
pH optimum digunakan untuk menentukan pengaruh konsentrasi substrat.

Aktivitas enzim protease dihitung dengan persamaan 3.2 (Simamora,

dkk, 2020)

[Tirosin] XV

Aktivitas Protease =
(PXQ XFp

Dimana [tirosin] adalah konsentrasi asam amino yang diperoleh dari kurva standar

(umol/mL), V adalah volume total sampel pada setiap tabung (mL), q merupakan
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waktu inkubasi (menit), p yaitu jumlah enzim hasil sentrifugasi (mL), dan Fp
adalah faktor pengenceran dari kurva standar tirosin (mL). Hasil dari aktivitas
enzim digunakan untuk uji selanjutnya dan dianalisis menggunakan SPSS.
3.5.6.2 Pengaruh Konsetrasi Substrat Terhadap Aktivitas Enzim Protease

Pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim protease dilakukan
dengan diambil 0,5 mL larutan ekstrak kasar enzim protease. Kemudian
ditambahkan dengan beberapa variasi konsetrasi substrat yaitu 0,5 %, 1 %, 2,5 %
dan 3,5 %, sebanyak 1 mL dan ditambahkan pH tertinggi sebanyak 1 mL. Setelah
itu, diberikan perlakuan yang sama seperti uji aktivitas enzim protease
sebelumnya. Hasil dari uji aktivitas enzim protease terhadap konsentrasi substrat

menggunakan SPSS.

3.6 Analisa Data

Data yang diperoleh dianalisis dengan analisis varians (One Way
ANOVA) dengan program SPSS untuk mengetahui pengaruh pH dan konsentrasi
substrat terhadap aktivitas enzim protease. Apabila terjadi perbedaan yang

signifikan maka dilanjutkan dengan uji tukey taraf 5%.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pembuatan Media

Pembuatan media dilakukan karena bakteri membutuhkan media yang dapat
digunakan dalam pertumbuhannya. Salah satu contoh media adalah media De Man
Rogosa and Sharpe (MRS) yang merupakan media khusus untuk pertumbuhan
bakteri asam laktat. Media MRS mengandung nutrisi penting seperti asetat,
magnesium, mangan, polisorbat (Choi, dkk 2021). Pembuatan media dilakukan
dengan aseptis dan steril untuk menghambat pertumbuhan bakteri yang lain (Daisy,
2012). Media dibedakan menjadi dua yaitu padat dan cair. Adapun media padat
seperti De Man Ragosa Sharpe Agar (MRSA), dan media cair yaitu De Man
Ragoso Sharpe Broth (MRSB). Media yang digunakan dalam penelitian ini

ditunjukkan pada Gambar 4.1

a b
Gambar 4. 1 Media MRSA (a), dan MRSB (b)

Berdasarkan Gambar 4.1 menunjukkan bahwa media De Man Ragosa
Sharpe Agar (MRSA) berwarna coklat dengan bentuk yang memadat digunakan

untuk menumbuhkan bakteri, sedangkan De Man Ragoso Sharpe Broth (MRSB)
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berwarna coklat kemerahan dan berbentuk cair berfungsi untuk pembuatan
inokulum bakteri.

Pembuatan media dilakukan dengan sterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit. Sterilisasi dilakukan untuk membunuh kuman yang
terdapat pada alat dan bahan. Menurut Darsan, dkk (2019) sterilisasi menggunakan
autoklaf dengan suhu tinggi dan tekanan tinggi yang diberikan kepada alat dan
media berfungsi untuk membunuh kuman. Suhu yang digunakan untuk sterilisasi

menggunkan suhu 121°C dengan tekanan 15 psi selama 15-30 menit.

4.2 Regenerasi Weissella confusa

Bakteri yang digunakan pada penelitian ini yaitu Weissella confusa. Isolat
Weissella confusa diperoleh dari isolasi susu kacang tanah. Isolat tersebut disimpan
didalam kulkas berfungsi untuk menghambat pertumbuhan bakteri yang menuju
fase kematian. Isolat yang akan digunakan harus diregenerasi pada media MRSA.
Hal ini dikarenakan untuk mengisolasi jenis bakteri asam laktat dan dapat melihat
pertumbuhan bakteri karena memiliki bentuk padat. Berdasarkan Meganada dkk
(2017) MRSA digunakan untuk memperbanyak, menumbuhkan dan mengisolasi
bakteri asam laktat. Kandungan dari MRSA digunakan untuk pertumbuhan bagi
bakterinya. Regenerasi dilakukan untuk pembaruhan dan memperbanyak sel
bakteri. Menurut Wijayati (2014) regenerasi bakteri dilakukan supaya bakteri
memulai metabolisme kembali setelah penyimpanan.

Regenerasi bakteri Weissella confusa dilakukan menggunakan jarum ose
yang berpijar dengan api sampai berwarna merah. Hal ini dilakukan untuk

meminimalisir kontaminasi dan membunuh mikroorganisme lainnya. Hasil dari
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regenerasi diinkubasi selama 48 jam. Hal ini dilakukan karena bakteri memasuki
fase lag. Pada fase ini bakteri beradaptasi dengan lingkungan untuk mempercepat
pertumbuhan. Menurut Handayani, dkk (2016) pada fase lag sel bakteri sedang
beradaptasi dengan substratnya dan sel bakteri mengalami pertumbuhan cepat atau
memasuki fase logaritmik. Pada fase ini sel bakteri aktif untuk bermetabolisme
dengan memanfaatkan substrat yang tersedia. Pada waktu ini bakteri dipanen dan
diinokulasikan ke dalam media MRSB untuk pembuatan inokulum. Hasil

regenerasi bakteri ditunjukkan pada Gambar 4.2

Gambar 4. 2 Regenerasi bakteri, dimana (a) Weissella confusa dan (b) media
MRSA

Berdasarkan Gambar 4.2 menunjukkan pertumbuhan Weissella confusa setelah 48
jam yang ditandai dengan adanya serat berwarna putih pada media

pertumbuhannya.

4.3 Pembuatan Inokulum Bakteri

Inokulum merupakan mikroorganisme yang diinokulasikan ke dalam
media fermentasi pada saat kultur mikroba berada pada fase pertumbuhan
eksponensial (Rachman, 1989). Tujuan pembuatan inokulum adalah untuk
menyediakan nutrisi bagi pertumbuhan sel sehingga akan diperoleh jumlah sel

yang tinggi. Pembuatan inokulum bakteri menggunakan media MRSB untuk
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regenerasi, memberi nutrisi dan pembuatan inokulum dalam fasa cair (Murwani,
2015). Hasil dari regenerasi digunakan untuk pembuatan inokulum yang dilakukan
selama 16 jam. Selama 16 jam Weissella confusa masuk pada fase eksponensial
karena mulai terjadi pembelahan sel dengan cepat dan peningkatan jumlah sel
secara maksimum. Inokulum bakteri Weissella confusa ditunjukkan pada Gambar

4.3.

Gambar 4. 3 Inokulum bakteri Weissella confusa pada media MRSB

Berdasarkan Gambar 4.3 menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri
Weissella confusa ditandai dengan kekeruhan pada media. Hasil inokulum diukur
OD (Optical Density) pada panjang gelombang 600 nm. Pengukuran dilakukan
untuk mengetahui kepadatan bakteri yang terlihat sebagai kekeruhan pada media.
Diperoleh OD sebesar 2,0897 yang menunjukkan nilai kekeruhan pada inokulum.
Pengukuran dilakukan dengan spektrofotometer UV-Vis yang didasarkan dari
parameter kekeruhan media, dimana kekeruhan mempengaruhi banyaknya cahaya
yang diserap oleh suspensi bakteri. Tingkat kekeruhan dalam inokulum berbanding
lurus dengan jumlah mikroorganisme. Peningkatan kekeruhan media bakteri
menunjukkan peningkatan jumlah mikroba. Cahaya yang ditransmisikan melalui

media menurun dengan peningkatan dalam nilai absorbansi inokulum.
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Hasil dari OD dilakukan penyetaraan sebesar 0,5. Inokulum Weissella
confusa pada penelitian ini menggunakan OD 0,5 setara dengan jumlah bakteri 1,4
X 10° CFU/mL (Chalim, 2021). Selanjutnya, memisahkan sel dengan medianya
menggunakan sentrifugasi sehingga diperoleh endapan. Endapan tersebut dicuci
menggunakan aquades steril dan disentrifugasi kembali. Pencucian dilakukan
bertujuan untuk menghilangkan kotoran yang ikut terendap. Setelah dilakukan
pencucian kemudian sel bakteri dimasukkan ke dalam media produksi enzim

protease yaitu Skim Milk Broth (SMB).

4.4 Produksi Enzim Protease

Produksi enzim protease hasil dari pemisahan sel dengan mediumnya. Sel
tersebut dimasukkan ke media produksi enzim kemudian dishaker selama 24 jam.
Produksi enzim protease dilakukan selama 24 jam karena memasuki fase stasioner.
Pada fase ini kepadatan bakteri mencapai kepadatan yang maksimal dengan ukuran
sel lebih kecil hal ini disebabkan sel tetap tumbuh dengan nutrien yang mulai habis.
Sehingga pada fase ini jumlah sel yang hidup tetap konstan. Dalam pertahanan
bakteri yang kekurangan nutrien dengan menghasilkan metabolit sekunder berupa
enzim. Pada fase tersebut terjadi proses enzimatik, dimana enzim menghidrolisis
protein yang terkandung di dalam media menjadi senyawa yang lebih sederhana
seperti peptida dan asam amino (Rahmi, dkk, 2020). Prinsip aktivitas enzim
protease dengan menghidrolisis substrat oleh protease menjadi asam amino dan
peptida. Substrat yang digunakan adalah kasein. Asam amino yang dihasilkan dari
hidrolisis kasein oleh protease kemudian dipisahkan dari protein yang belum

tehidrolisis menggunakan asam trikloroasetat (TCA) yang berfungsi untuk
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menghentikan waktu inkubasi enzim dan mengendapkan asam amino yang tidak
dapat terhidrolisis. Reaksi enzimatik diperoleh dari hidrolisis ikatan peptida dalam
protein disajikan pada Gambar 4.4.
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Gambar 4. 4 Reaksi hidrolisis kasein (ikatan peptida menjadi asam amino)

Berdasarkan Gambar 4.4 menjelaskan bahwa enzim protease menghidrolisis ikatan
peptida. Setelah terjadi pemutusan ikatan peptida pada kasein yang terkandung
dalam skim milk broth. lkatan peptida terputus karena adanya air. Hasil dari
pemutusan ikatan peptida adalah peptida dan asam amino.

Hasil dari pertumbuhan bakteri dalam media SMB disentrifugasi. Pada
produksi enzim protease menggunakan SMB hal ini dikarenakan kandungan nutrisi
yang banyak pada media SMB salah satunya kasein digunakan untuk sumber
protein menghasilkan asam amino. Sentrifugasi dilakukan untuk memisahkan
filtrat dengan endapan. Setelah disentrifugasi filtrat dimasukkan ke dalam
refrigator selama 10-15 menit yang bertujuan untuk mengendapkan sel dan kasein

yang tersisa. Filtrat yang diperoleh digunakan untuk uji aktivitas enzim protease.

4.5 Kurva Standar Tirosin
4.5.1 Penentuan Panjang Gelombang Maximum

Panjang gelombang maksimum dicari terlebih dahulu dikarenakan setiap
instrument memiliki kesensitifan yang berbeda-beda. Pada penelitian ini
menggunakan konsentrasi 2 mg/L untuk menentukan panjang gelombang optimum

dan diukur pada panjang gelombang 200-800 nm. Hasil yang diperoleh
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menunjukkan panjang gelombang maksimum larutan tirosin adalah 750,1 nm.

Sehingga panjang gelombang yang digunakan pada penelitian ini adalah 750,1 nm.

4.5.2 Penentuan Kurva Standar Tirosin

Penentuan aktivitas enzim protease langkah pertama yang dilakukan yaitu
pembuatan kurva standar dengan menggunakan tirosin sebagai standar larutan.
Dalam satu unit protease didefinisikan sebagai jumlah enzim yang setara dengan
satu mikromol tirosin larut ke dalam TCA per menit dari kasein. Alasan penentuan
aktivitas enzim protease menggunakan standar tirosin adalah kestabilan tirosin
sebagai standar. Selain itu juga dikarenakan adanya kandungan fenolat dalam
tirosin yang dapat bereaksi dengan reagen folin ciocalteu. Menurut Everette (2010)
tirosin merupakan salah satu produk asam amino yang dapat bereaksi dengan
reagen folin ciocalteu. Dalam bentuk sederhana reagen folin ciocalteu dapat
mendeteksi tirosin dalam protein karena kandungan fenolik pada tirosin yang
mampu mereduksi fosfomolibdat menjadi molidenum. Adapun reaksinya

ditunjukkan pada Gambar 4.5
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N = s + HoN—C——C —= [MnO.] HoON—C + H.PO,
” e E J: \3 molibdenum A

S ssiorsiibdat H. E (warna biru) H. H
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OH

gugus fenolik pada tirosin

Gambar 4. 5 Reaksi antara Folin ciocalteu dengan tirosin

Hasil reaksi pada Gambar 4.5 menunjukkan bahwa reagen folin ciocalteu
dapat mendeteksi adanya tirosin dalam protei. Hal tersebut dikarenakan gugus

fenolik pada tirosin mampu mereduksi fosfomolibdat menjadi molidenum. Reaksi
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reduksi dan oksidasi pada gugus fenolik hidroksil pada tirosin dengan reagen folin
ciocalteu membentuk molidenum. Dengan fosfomolibdat bertindak sebagai agen
pereduksi gugus fenolik yang terdapat pada larutan, dimana gugus fenolik
bertindak sebagai oksidator yang mengoksidasi fosfomolibdat menjadi molidenum
yang merupakan senyawa kompleks berwarna biru (Nizar, 2015).

Penentuan kurva standar dilakukan karena untuk mengetahui konsentrasi
dari suatu larutan. Menurut Yoga (2015) kurva standar memudahkan dalam
mengetahui konsentrasi suatu senyawa dalam sampel. Hasil pengukuran absorbansi
larutan tirosin dapat dilihat pada Tabel 4.1. Hasil dari absorbansi pada Tabel 4.1
digunakan untuk membuat kurva standar tirosin dengan memplotkan nilai

absorbansi dan konsentrasi tirosin ditunjukkan Gambar 4.6

Tabel 4. 1 Absorbansi larutan standar tirosin
Konsentrasi (mg/L) Absorbansi (nm)
10 0,0990

N n "N 77

0.8

0.7 y=0.0772x+0.0308
R?=0.998

0.6
0.5
0.4

Absorbansi

0.3
0.2

0.1

0 2 4 6 8 10

Konsentrasi Tirosin (mg/L)

Gambar 4. 6 Kurva standar tirosin
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Berdasarkan kurva standar tirosin pada Gambar 4.5 menunjukkan pengaruh
konsentrasi tirosin terhadap absorbansi mengalami kenaikan hal ini dikarenakan
semakin tinggi konsentrasi maka nilai absorbansi semakin tinggi. Sehingga
diperolen persamaan garis regresi linier yang digunakan untuk menyatakan
hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi larutan tirosin diperoleh Y=
0,0772x + 0,0308, dimana Y sebagai absorbansinya dan X sebagai konsentrasinya
dengan R? = 0,998. Hasil persamaan garis regresi linier digunakaan untuk
menentukan konsentrasi tirosin sebagai asam amino yang berhasil terhidrolisis

oleh enzim protease dari substrat kasein.

4.6 Uji Aktivitas Enzim Protease
4.6.1 Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Protease

Aktivitas enzim merupakan sebuah kecepatan pengurangan substrat atau
kecepatan pembentukan produk pada kondisi optimum (Lehninger, 1997). Uji
aktivitas enzim protease dilakukan dengan dimasukkan 1 mL ekstrak kasar enzim
ke dalam setiap variasi pH yaitu 5, 6,7, dan 8 dengan konsentrasi substrat 2%.
Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit untuk menghidrolisis enzim
protease menjadi asam amino.

Setelah substrat terhidrolisis oleh enzim protease menjadi asam amino dan
peptida, kemudian ditambahkan TCA. Penambahan TCA dilakukan untuk
menghentikan reaksi waktu inkubasi karena ketika penambahan terjadi pemutusan
ikatan peptida sehingga menyebabkan reaksi berhenti dan terjadi pembebasan
asam amino. Menurut (Yusriah dan Nengah, 2013) TCA berfungsi menginaktifkan
protease dan menghentikan waktu inkubasi protease. Tahap pemisahan asam

amino dan peptida yang terbentuk selama inkubasi dengan protein yang
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mengendap atau substrat yang belum terhidrolisis pada tahap ini terjadi inaktifasi
protease. Kemudian untuk memisahkan hasil hidrolisis kasein oleh enzim protease
menggunakan sentrifugasi. Setelah itu, disentrifugasi untuk pemisahan asam
amino dengan protein atau substrat yang belum terhidrolisis, asam amino hasil
hidrolisis akan larut dalam TCA sedangkan protein yang tidak terhidrolisisakan
mengendap sehingga diperoleh supernatan. Kemudian diambil 1 mL dan
ditambahkan Na,COs; untuk memberikan keadaan basa yang selanjutnya
ditambahkan reagen folin ciocalteu sehingga menghasilkan warna biru. Menurut
Benimana, dkk (2020) ketika protease menghidrolisis substrat menjadi asam
amino, asam amino dibebaskan dengan asam amino lainnya dan pecahan peptida.
Reagen folin ciocalteu bereaksi dengan asam amino bebas akan menghasilkan
warna biru. Adapun reaksi antara reagen folin dengan asam amino ditunjukkan

pada Gambar 4.7

OH

H;PO4(MoO +
aPO4( 3)12 — = +  Hu(PMo4,0.40)

reagen folin ciocalteu larutan berwarna biru

asam amino
yang memiliki ion fenolat
senyawa fenol

Gambar 4. 7 Reaksi antara reagen folin cicalteu dengan asam amino

Berdasarkan gambar 4.7 menunjukkan bahwa asam amino yang memiliki
senyawa fenolik dapat berperan dalam aktivitas enzim protease. Senyawa fenolik
akan mengalami oksidasi membentuk ion fenolat, sedangkan reagen folin ciocalteu
akan tereduksi membentuk kompleks fosfomolibdat dan membentuk kompleks

molybdenum blue. Kemudian diinkubasi kembali selama 20 menit untuk
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mereaksikan asam amino setelah pemutusan ikatan peptide yang direaksikan
dengan reagen folin ciocalteu. Uji aktivitas enzim protease diukur absorbansinya
pada panjang gelombag 750,1 nm. Diperoleh absorbansi aktivitas enzim protease

ditunjukkan pada Tabel 4.2

Tabel 4.2 Pengaruh aktivitas enzim protease terhadap pH

pH Rata-Rata Aktivitas Enzim Protease
(U/mL x 1072
7,592 + 0,007

5
6 6,597 + 0,006
7
8

7,284 + 0,003
7,692 + 0,007

Hasil dari Tabel 4.2 menunjukkan bahwa pada pH 6 mengalami penurunan
sebesar 6,597 x 10-2U/mL kemudian terjadi kenaikan aktivitas enzim protease pada
pH 8 sebesar 7,692 x 102 U/mL. Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas enzim
protease semakin meningkat pada pH 6-8. Menurut Lehninger (1997) aktivitas
enzim dipengaruhi oleh pH hal ini disebabkan konsentrasi ion hidrogen
mempengaruhi sisi aktif enzim. Setiap enzim memiliki pH optimum dimana pada
pH tersebut strukturnya paling kondusif untuk meningkatkan substrat. Pada pH 6
mengalami penurunan hal ini disebabkan karena struktur dari enzim berubah
menyebabkan substrat tidak dapat berikatan dengan sisi aktif enzim sehingga
interaksi enzim dengan substrat tidak berlangsung dengan baik. Aktivitas enzim
protease yang dipengaruhi pH ditunjukkan pada Gambar 4.8

Pengambilan keputusan dari pengujian ini dilakukan dengan melihat
nilai F yang terdapat di dalam tabel ANOVA, tingkat signifikansi yang

digunakan yaitu sebesar 0,05. Jika nilai signifikan F < 0,05 maka H%litolak



41
dan H!diterima. Artinya semua variabel independent/bebas memiliki
pengaruh secara signifikan terhadap variabel dependen atau terikat. Jika nilai
signifikan F > 0,05 maka H°diterima dan H! Artinya, semua variabel
independent atau bebas tidak memiliki pengaruh secara signifikan terhadap
variabel dependen atau terikat (Gilang, 2019). Berdasarkan hasil uji ANOVA
menunjukkan bahwa nilai F hitung sebesar 2,150 lebih kecil dari F tabel yaitu
4,46 dengan probabilitas (Sig) sebesar 0,172 (Sig>0,05), hal ini dapat
diketahui bahwa pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease tidak
memiliki pengaruh secara signifikan. Hal ini dapat disebabkan kemungkinan
karena aktivitas enzim protease berada pada kondisi alkalofil. Pengaruh pH
terhadap aktivitas enzim protease dapat disebabkan karena aktivitas enzim

protease dapat aktif pada rentang pH yang luas.
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Gambar 4. 8 Rata-rata aktivitas enzim protease pada berbagai pH

Berdasarkan Gambar 4.8 menunjukkan bahwa aktivitas enzim protease
tertinggi dari Weissella confusa ditunjukkan pada pH 8 karena sisi aktif enzim dapat

berikatan pada substrat dengan baik, sehingga aktivitas dapat terjadi dengan
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maksimal. Berdasarkan Punekar (2018) menyatakan bahwa setiap enzim memiliki

Konsentrasi Rata-Rata Aktivitas Enzim Protease (U/mL 107?)
Substrat (%)
0,5 6,253 + 0,005
1 6,701¢ £+ 0,002
2,5 4,685% + 0,007
3,5 5,336% + 0,004

pH optimum yang mengarah pada aktivitas maksimum. Ketika pH optimum
tercapai konformasi sisi aktif enzim sesuai dengan substrat sehingga dapat terjadi
interaksi antara enzim dan substrat secara tepat.
4.6.2 Pengaruh Konsentrasi Substrat Terhadap Aktivitas Enzim Protease
Aktivitas enzim protease dipengaruhi oleh konsentrasi susbstrat. Pada
penelitian ini menggunakan variasi konsentrasi substrat seperti 0,5%, 1%, 2,5%
dan 3,5%. Uji aktivitas enzim protease ini menggunakan pH tertinggi yaitu pH 8
dari uji sebelumnya. Langkah untuk uji aktivitas enzim protease yang dipengaruhi
oleh konsentrasi substrat sama seperti uji sebelumnya. Sehingga diperoleh nilai

aktivitas enzim protease yang ditunjukkan pada Tabel 4.3

Tabel 4. 3 Aktivitas enzim protease terhadap konsetrasi substrat

Keterangan : huruf yang berbeda menunjukkasn signifikan sig<0,05

Pada Tabel 4.3 menunjukkan bahwa aktivitas enzim protease tertinggi pada
konsentrasi substrat 1 % sebesar 6,701 x 102 U/mL. Setelah mengalami kenaikan
aktivitas enzim mengalami penurunan dimulai dari konsentrasi substrat 2,5% -3,5%
sebesar 4,685 U/mL dan 5,336 U/mL, kemudian mengalami kenaikan sedikit pada
konsentrasi 3,5%,. Kenaikan dan penurunan enzim tersebut dapat disebabkan
karena perbandingan jumlah enzim dan substrat tidak sesuai sehingga

menyebabkan interaksi antara enzim dengan substrat tidak terjadi dengan baik.
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Menurut Fifendi (2017) menjelaskan bahwa ektivitas enzim dipengaruhi oleh
konsentrasi substrat yang tersedia. Jika konsentrasi substrat yang digunakan sesuai
maka dapat meningkatkan aktivitas enzim, tetapi ketika jumlah konsentrasi substrat
yang digunakan terlalu banyak maka dapat mengurangi aktivitas enzim enzim hal
ini dikarenakan sisi aktif enzim telah jenuh. Kejenuhan enzim merupakan kondisi
enzim dengan sisi aktif yang telah dipenuhi oleh substrat, sehingga menyebabkan
aktivitas enzim menurun (Fathimah, dkk, 2014). Grafik aktivitas enzim protease
yang dipengaruhi konsentrasi substrat ditunjukkan pada Gambar 4.9
Berdasarkan hasil uji ANOVA One way menunjukkan nilai F hitung sebesar
12,565 lebih besar dari F tabel yaitu 4,46 dengan probabilitas (Sig) sebesar 0,002
(Sig<0,05), hal ini dapat diketahui bahwa konsentrasi substrat terhadap aktivitas
enzim protease memiliki pengaruh secara signifikan. Konsentrasi substrat 2,5%
dan 3,5% menunjukkan berbeda nyata, pada konsentrasi substrat 3,5% dengan
0,5% menunjukkan beda nyata, dan konsentrasi substrat 0,5% dengan 1% juga
menunjukkan beda nyata sedangkan konsentrasi substrat 1% tidak berbeda nyata

dengan konsentrasi substrat lainnya.

0,5 1 2,5 3,5

Konsentrasi Substrat (%)

Aktivitas Enzim Protease
(U/mL x 10-?)
o [ N w S (6] [e)) ~ [0)e]

Gambar 4. 9 Rata-rata aktivitas enzim protease berbagai konsentrasi substrat
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Pada Gambar 4.9 menunjukkan bahwa pengaruh konsentrasi substrat
tertinggi pada 1% dan setelah itu mengalami penurunan. Menurut David, dkk
(2022) laju reaksi enzimatik meningkat seiring dengan meningkatnya konsentrasi
sampali tercapai laju yang membatasi, kemudian peningkatan lebih lanjut dalam
konsentrasi substrat tidak menghasilkan perubahan yang signifikan. Pada titik ini
terdapat begitu banyak substrat sehingga pada dasarnya semua sisi aktif enzim
memiliki substrat yang terikat. Sehingga menyebabkan molekul jenuh dengan
substrat.
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diketahui bahwa Allah
SWT menciptakan segala sesuatu yang ada di bumi dan langit tidak ada yang sia-
sia, tetapi banyak manfaat yang di dapat oleh manusia. Allah SWT memberikan
akal fikiran kepada manusia untuk senantiasa merenung dan berfikir dengan
menggunakan akal atas semua yang terjadi. Selain itu dengan akal fikiran kita
diharuskan untuk lebih peka terhadap lingkungan dan kejadian yang terjadi di

sekitar Kkita. Seperti dalam firman Allah SWT QS. Ali Imron Ayat 190-191.:

O3R% G 8 S Y ca¥ ey G Gy a5 bl 3l o8
Sl 8 dla a5 Gy bt 518 08 030805 23 o 5 10385 L
YAy AN Calde G Glail

Artinya : “ 190. Sesungguhnya pada kejadian langit dan bumi dan pada pertukaran
malam dan siang ada tanda-tanda (keksuasaan, kebijakan dan keluasan rahmat
Allah), 191. Yaitu orang-orang yang menyebut dan mengingat Allah semasa
mereka berdiri dan duduk dan semasa mereka berbaring dan mereka pula
memikirkan tentang kejadian langit dan bumi (sambal berkata): Wahai Tuhan kami
Tidaklah Engkau menjadikan benda-benda ini dengan sia-sia, maha Suci Engkau,
maka peliharalah kami dari azab neraka”.

Berdasarkan tafsir Al-Misbah dijelaskan bahwa kepemilikan Allah SWT

atas alam raya, maka disini Allah menguraikan sebagaian dari penciptan-Nya yang



45
diperintankan untuk memikirkannya. Karena sesungguhnya dalam penciptaan
seperti kejadian benda-benda angkasa seperti matahari, bulan dan jutaan gugus
bintang yang terdapat dilangit serta kajadian dan perputaran bumi dan porosnya.
Orang yang senantiasa mengingat Allah SWT dengan ucapan ataupun hati dalam
segala situasi dan kondisi (bekerja atau beristirahat, berdiri atau duduk atau dalam
keadaan berbaring), sedangkan tafakur memikirkan ciptaan Allah SWT, yaitu
kejadian di alam semesta. Dengan melakukan dua hal tersebut sampailah pada
hikmah yang berada di balik proses mengingat dan berfikir yakni mengetahui,
memahami, serta menghayati bahwa dibalik fenomena alam dan segala sesuatu
yang ada di dalamnya menunjukkan adanya sang pencipta Allah SWT (Sihab,
2002).

Berdasarkan ayat QS. Ali Imron kita sebagai seorang muslim yang berakal
hendaknya untuk bertafakur. Salah satunya memikirkan dan meneliti lebih lanjut
mengenai bakteri Weissella confusa sebagai ciptaan tuhan. Berdasarkan penelitian
menunjukkan bahwa bakteri dengna ukuran kecil dan tidak dapat dilihat secara
langsung ini memiliki manfaat berupa enzim protease yang dihasilkan. Perlakuan
dengan berbagai kondisi dan proses mampu menghasikan enzim yang lain. Hal ini
menunjukkan penciptaan bakteri Weissella confusa yang mempunyai ukuran sangat
kecil memiliki tujuan dan hikmahnya tersendiri.

Hasil penelitian yang telah dilakukan menujukkan bahwa bakteri Weissella
confusa dapat menghasilkan enzim protease, dimana enzim tersebut dapat
dimanfaatkan oleh orang lain. Dengan kita membantu dan mempermudah pekerjaan
orang lain, kita akan memperoleh amal soleh. Sehingga apa yang kita lakukan tidak

sia-sia. Seperti pada QS Surat An-Nahl ayat 97 yang berbunyi:



46

ANA

&

Zb Ges el 1B 8y 1 S350 B e 2

Silaxg P8
Artinya : “ Barang siapa yang beramal shalih dari laki-laki dan perempuan,
sedang dia adalah beriman, maka akan Kami hidupkan dia dengan kehidupan yang

baik, dan akan Kami tunaikan kepada mereka pahala mereka dengan yang lebih
bagus dari apa yang pernah mereka kerjakan”.

P _ o1 ,}/o/,}‘?/'a.//
e ks o Tant

Berdasarkan tafsir Al-Misbah siapapun yang mengerjakan amal saleh, apapun jenis
kelaminnya, baik laki-laki maupun perempuan, sedang dia adalah mukmin yakni
amal yang dilakukannya lahir atas dorongan keimanan yang shahih, maka
sesungguhnya pasti akan kami berikan kepadanya masing-masing kehidupan yang
baik di dunia ini dan sesungguhnya akan kami berikan balasan kepada mereka
semua di dunia dan di akherat dengan pahala yang lebih baik dan berlipat ganda
dari apa yang telah mereka kerjakan (Sihab, 2002). Berdasarkan surat An-Nahl ayat
97 menegaskan bahwa balasan atau imbalan bagi mereka yang beramal saleh

adalah imbalan dunia dan akhirat.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1.

pH memiliki pengaruh terhadap aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh
bakteri Weissella confusa. aktivitas enzim tertinggi sebesar 7,692 x 102 U/mL
terjadi pada pH 8.

Konsentrasi substrat juga berpengaruh terhadap aktivitas enzim protease yang
dihasilkan oleh Weissella confusa dengan konsentrasi substrat 1% menunjukkan

aktivitas tertinggi dari enzim protease dengan nilai sebesar 6,701 x 102 U/mL.

5.2 Saran

1.

Perlu dilakukan penelitian lanjut dengan mengkaji faktor lain yang
mempengaruhi aktivitas enzim seperti aktivator dan inhibitor (penghambat)
untuk mengetahui optimasi aktivitas enzim protease yang dihasilkan bakteri

Weissella confusa.

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai konsentrasi substrat dengan

menggunakan konsentrasi yang lebih tinggi.

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh berbagai substrat

seperti azokasein, gelatin dan BSA untuk mengetahui pengaruh substrat dalam

menghidrolisis enzim protease.

. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh pH dengan range basa

untuk mengetahui pH optimum dalam menghasilkan aktivitas enzim protease

tertinggi.
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Lampiran 2. Lampiran Kerja

2.1 Pembuatan Media
2.1.1 Media De Man Sa Agarosa (MRSA) (Dash, 2017)

MRSA

Ditimbang 6,82 g

Dimasukkan ke dalam erlenmeyer

Ditambahkan 100 mL

Dipanaskan hingga mendidih

Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

5-8 mL

Disterilisasikan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit

MRSA mi

ring

Dimiringkan tabung reaksi berisi media steril
Didiamkan sampai memadat

Hasil
2.1.2 Media Ron Sa Broth (MRSB) (Dash, 2017)
MRSB
- Ditimbang 5,225 g
- Ditambahkan 100 mL aquades menggunakan gelas ukur
- Dipanaskan hingga mendidih dan diaduk menggunakan stirrer
- Dimasukkan ke dalam setiap botol sebanyak 25 mL dan ditutup -
menggunakan kapas
- Disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
Hasil
2.1.3 Skim Milk Broth (SMB)
SMB

- Dipan

- Ditimbang 1,4 g
- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer
- Ditambahkan aquades 100 mL menggunakan gelas ukur

askan hingga larut dan diaduk menggunakan stirer

- Dimasukkan ke dalam setiap botol sebanyak 25 mL dan ditutup
menggunakan kapas



Hasil

2.zwegererasi Weissella confusa

Weissella confusa

Hasil

2.3 Pembuatan Buffer
2.3.1 Buffer5dan 6

57

- _Disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

- Diambil isolat Weissella confusa menggunakan jarum ose
- Digoreskan ke dalam media MRSA miring
- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam

Sampel
I

[ I
Asam sitrat Na-sitrat

- Ditimbang 2,101 g - Ditimbang 2,941 g

- Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL - Dimasukkan ke dalam labu

- Ditandabataskan ukur 100 mL

- Ditandabataskan

Larutan X Larutan Y

[ i
pH 5 pH 6

- Dipipet larutan X sebanyak
20,5 mL

- Ditambahkan larutan Y
Sebanyak 29,5 mL

- Diencerkan sebanyak 100 mL

- Diuji menggunakan pH meter

Hasil

- Dipipet larutan X sebanyak 9,5
mL

- Ditambahkan larutan Y
sebanyak 41,5 mL

- Diencerkan sebanyak 100 mL

- Diuji menggunakan pH meter

Hasil




2.3.2 Buffer 7 dan 8
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- Ditambahkan larutan Y sebanyak
30,5 mL

- Diencerkan sebanyak 100 mL

- Diuji menggunakan pH meter

Sampel
| 1
NazHPO4 NaHPO4.H20
- Ditimbang 2,839 ¢ - Ditimbang 2,759 g
- Dimasukkan ke dalam - Dimasukkan ke dalam labu ukur
labu ukur 100 mL 100 mL
- Ditandabataskan - Ditandabataskan
Larutan X Larutan Y
I ]
pH 7 pH 8
- Dipipet larutan X sebanyak - Dipipet larutan X sebanyak 2,65 mL
19,5 mL - Ditambahkan larutan Y sebanyak

47,35 mL
- Diencerkan 100 mL
- Diuji menggunakn pH meter

Hasil

Hasil

2.4 Pembuatan Substrat

2.4.1 Subtrat Variasi 0,5%0, 1%, 2,5% dan 3,5%

Hasil

Kasein Kasein Kasein Kasein
0,5% 1% 2,5% 3,5%
- Ditimbang - Ditimbang - Ditimbang - Ditimbang
0,125¢g 0,259 0,625 g 0,875¢
- Ditambahkan Aquades

Dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL
Ditandabataskan dan dihomogenkan



2.5 Kurva Standar Tirosin
2.5.1 Pembuatan Larutan Stok 100 mg/L (ppm)

Tirosin

Ditimbang 0,01 g

Ditambahkan aquades

Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL
Ditandabataskan dan dihomogenkan

Hasil

2.5.2 Penentuan Panjang Gelombang

Larutan Stok Tirosin 100

Diambil 2 mL
Dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL
Ditandabataskan dan dihomogenkan

Konsentrasi 20 mg/L

Diambil 1 mL

Dimasukkan tabung reaksi

Ditambahkan 2,5 mL Na,CO3 0,5 M
Ditambahkan 0,5 mL reagen folin ciocalteu
Ditentukan panjang gelombang maximum

Hasil

2.5.3 Pengukuran Kurva Standar Tirosin

Larutan Stok Tirosin 100

- Dipipet 1 mL, 3 mL, 5mL, 7 mL, dan 9 mL
- Ditambahkan aquades

- Dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL

- Ditandabataskan dan dihomogenkan

Konsentrasi 10, 30, 50,70, dan 90 mg/L

- Diambil 1 mL dari masing-masing konsentrasi
- Dimasukkan tabung reaksi

- Ditambahkan 2,5 mL Na,CO3 0,5 M

- Ditambahkan 0,5 mL reagen folin ciocalteu

- Diukur pada panjang gelombang 750.1 nm

Hasil
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2.6 Produksi Enzim Protease
2.6.2 Pembuatan Inokulum Bakteri

Weissella confusa

mL

- Diinokulasikan isolat Weissella confusa ke dalam media MRSB sebanyak 25

- Dishaker dengan kecepatan 150 rpm pada suhu ruang selama 16 jam
- Diamati perubahan warna menjadi keruh

inokulum

|
Blangko

- Diambil 4 mL inokulum - Diambil 4 mL MRSB

- Dimasukkan ke dalam tabu reaksi steril

- Diukur pada panjang gelombang 600 nm

Hasil

2.6.3 Produksi Enzim Protease

Inokulum

- Disetarakan OD dengan 0,5
- Dimasukkan 2,5 mL ke dalam tabung sentrifugasi
- Disentrifugasi pad akecepatan 5000 rpm selama 10 menit

Larutan

Endapan

- Ditambahkan aquades steril
- Disentrifugasi kembali pada kecepatan 5000 rpm
selama 10 menit

Larutan

Endapan

- Ditambahkan 1 mL media SMB ke dalam tabung
sentrifugasi

- Dimasukkan kembali ke dalam media SMB

- Dishaker pada kecepatan 150 rpm selama 24 jam
pada suhu ruang

- Disentrifugasi kembali pada kecepatan 5000 rpm
selama 15 menit

I
Endapan

Filtrat

- Didinginkan selama 10 menit pada refrigator

Hasil



2.7 Karakterisasi Enzim Protease
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2.7.1 Pengaruh pH terhadap Aktivitas Enzim Protease (Afriani, 2018)

Ekstrak kasar enzim

- Disiapkan tabung reaksi

- Diambil 1 mL ekstrak enzim protease

- Ditambahkan substrat 2% sebanyak 1 mL

- Ditambahkan pH 5, 6, 7 dan 8 sebanyak 1 mL

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit

- Ditambahkan TCA 0,4 M sebanyak 1 mL

- Disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm
Selama 20 menit

Blangko

| [
Filtrat Filtrat

Endapan

- Diambil 0,5 mL

mL
menit

nm

Hasil

- Disiapkan tabung reaksi
- Diambil 1 mL aquades
- Ditambah substrat 2%
sebanyak 1 mL
- Ditambahkan pH 5, 6, 7 dan
8 sebanyak 1 mL
- Diinkubasi pada suhu 37°C
selama 10 menit
- Ditambahkan TCA 0,4 M
sebanyak 1 mL
- Disentrifugasi pada
kecepatan 5000 rpm selama
20 menit

Endapan

- Ditambahkan Na,COs3 0,5 M sebanyak 2,5 mL
- Ditambahkan reagen folin ciocalteu sebanyak 0,5

- Diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 20

- Diukur absorbansi pada panjang gelombang 750,1
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2.7.2 Pengaruh Konsentrasi Substrat terhadapap Aktivitas Enzim Protease

Ekstrak kasar enzim

Endapan

Filtrat

- Disiapkan tabung reaksi

- Diambil 1 mL ekstrak kasar enzim

- Ditambahkan konsentrasi substrat 0,5%,
1%, 2,5% dan 3,5% sebanyak 1 mL

- Ditambahkan pH optimum 1 mL

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit

- Ditambahkan TCA 0,4 M sebanyak 1 mL

- Disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm
Selama 20 menit

Blangko

- Disiapkan tabung reaksi
- Diambil 1 mL aquades
- Ditambahkan konsentrasi
substrat 0,5%, 1%, 2,5% dan
3,5% sebanyak 1 mL
- Ditambahkan pH optimum
sebanyak 1 mL
- Diinkubasi pada suhu 37°C
selama 10 menit
- Ditambahkan TCA 0,4 M
sebanyak 1 mL
- Disentrifugasi pada
kecepatan 5000 rpm selama
20 menit

Filtrat

Endapan

Hasil

- Diambil 0,5 mL
- Ditambahkan Na;CO3 0,5 M sebanyak 2,5 mL

- Ditambahkan reagen folin ciocalteu sebanyak 0,5 mL
- Diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 20 menit
- Diukur absorbansi pada panjang gelombang 750,1 nm
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Lampiran 3 Perhitungan

3.1 Pembuatan Larutan Standart Tirosin

3.1.1 Larutan stok tirosin 100 mg/mL
001g _ 10mg

0,01 g/mL = ool ToomL = 0,1 mg/mL
0,1
——2=0,01mg/mL

Cara pembuatan :
Tirosin ditimbang sebanyak 0,01 g kemudian dimasukkan ke dalam labu takar 100

mL. larutan ditandabataskan dengan aquades dan dihomogenkan.

3.1.2 Penentuan konsentrasi kurva standar
Konsentrasi 10 mg/mL
ViXMi1=Vo2 XM

1 mL X 100 mg/mL =10 mL x M3

100 m
My= =2 =108/ o

Cara pembuatan :

Larutan stok tirosin 100 ppm diambil sebanyak 1 ml kemudian dimasukkan ke
dalam labu takar 10 mL. Larutan ditandabataskan menggunakan aquades dan
dihomogenkan. Langkah diulangi untuk membuatn larutan standar dengan

konsentrasi 30, 50, 70, dan 90.
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Tabel 3.2.1 Konsentrasi Kurva Standar

Volume Konsentrasi (mg/mL) Absorbansi
Tirosin
(mL)
1 10 0,0990
3 30 0,2637
5 50 0,4289
7 70 0,5803
9 90 0,7130

3.1.3 Pembuatan Larutan Na,CO3 0,5 M

mol

TV

mol

05M= 01L
Mol = 0,05

Massa = Mr x mol

=105,99 x 0,05
=53¢

Cara pembuatan :
Na,COs ditimbang sebanyak 5,3 g kemudian dilarutkan menggunakan aquades.

Selanjutnya larutan dimasukkan ke dalam labu takar 100 ml dan dihomogenkan.

3.1.4 Pembuatan Larutan TCA 0,4 M
mol

V
mol
O'4_0,1L
Mol = 0,04
Massa = Mr x mol
=163,4 x 0,04
=6,54¢
Cara pembuatan :
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TCA ditimbang sebanyak 6,54 g kemdian dilarutkan menggunkan aquades.

Selanjutnya dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL dan dihomogenkan.

3.1.5 Pembuatan pH
3.1.5.1 Buffer fosfat

g=mol x Mr

Larutan A (Na2HPOg4) : mol =M xV
=0,2x0,1
=0,02

g =mol x Mr
= 0,02 x 141,96
=2,839¢

Larutan B (NaH2PO4 H20) : mol = M x V
=0,2x0,1
=0,02

g =mol x Mr
=0,02 x 137,99
=2,759¢

Dalam 1000 mL = == = 100 mL

2,839

Larutan A : 0,2 M Na;HPO4 = T 0,2839g
Larutan B : 0,2 M NaHzPO4. H,0 =222 = 02759 ¢

10
X mL larutan A +Y mL larutan B, diencerkan sampai 100 mL

Ml.Vlez.Vz

PH7:X=22=195
Y:%z 30,5
XZMl.V1:M2-V2
0,2.19,5=M,. 100
M, = 0,0877
YIMl.Vlez.VZ
0,2.30,5=M,. 100

M, = 0,0123
pH8:X =2 =265
Y = 9‘;—7 = 47,35

X:Mi1.Vi=M;.Vy



0,2.2,65=M;.100
M, =0,0053
Y M:1.Vi=Mz. V3
0,2.47,35=M;. 100
M, =0,0947

Reaksi Pembuatannya :

NaoHPO4 — 2Nat + HPO42'
NaH-.PO4 — Na* + H,PO4
H,PO4s «—H* + HPO42'

3.1.5.2 Buffer Sitrat
Larutan A (asam sitrat ) : mol =M x V
=0,1x0,1
=0,01
g =mol x Mr
=0,01x 210,14
=2,101¢g
Larutan B ( Na-sitrat ) : mol =M xV
=0,1x0,1
=0,01
g =mol x Mr
=0,01 x 294,10
=2941¢g
1000

Dalam 1000 mL = o = 100 mL

Larutan A : 0,1 M asam sitrat = % =2,101g

Larutan B : 0,1 M Na-sitrat = Zj’% =
X mL larutan A +y mL larutan B, diencerkan sampai 100 mL

pH5: X =205
Y =29,5
X:M1.Vi=M32 . V2
0,1.20,5=M. 100
M. = 0,0205
Y M:1.Vi=Mz. V2
0,1.29,5=M. 100
M, = 0,0295
pH6:X =95
Y =41,5
X: |V|1.V1: |V|2 .Vz
0,1.95=M,.100
M, =0.0095
Y M:1.Vi=Mz. V2
0,1.41,5=M,.100
M, =0,0415
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Reaksi Pembuatan :

Asam sitrat — H* + HCit%
Nas Sitrat — Na3* + Cit®
HCit> — H* + HCit*>

3.1.6 Pembuatan Inokulum

OD 600 nm = 2,0897

M1.Vi =M.V,

2,0897.V1=0,5. 25 mL

2,0897.V. =125

V1 =598 mL — Inokulum
Vo-V1=19,02mL —» MRSB

3.1.7 Pembuatan Konsentrasi Substrat

w massa zat terlarut (gr
% = ") y 100%

volume larutan (mL)

0 =
0,5% o5 mLX100
= 0,125¢g
g
0 — 0
1% 55 mL X 100%
=0,25g
g
2,5% = X1009
,5% 5 L 00%
=0,6259
_ g
3,5% = 25mLX 100%

=0,875¢
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Lampiran 4 Hasil

4.1 Kurva Standar

Y=0,0772x + 0,0308
R2=0,998

4.2 Uji Aktivitas Enzim Protease
Tabel 4.2.1 Absorbansi Uji aktivitas Enzim Pengaruh pH

pH Ulangan Absorbansi (nm)

I 0,1909
5 I 0,2156
I 0,1883

I 0,1633
6 I 0,1880
I 0,1776

| 0,1843
7 I 0,1970
I 0,1931

| 0,2036
8 I 0,2144
I 0,1834

o Konsentrasi
_ Y —0,0308

0,0772

pH 5: ulangan |
_0,1909-0,0308

0,0772
_0,1601

T 00,0772
= 2,074

Ulangan 11
_0,2156-0,0308

0,0772
_0,2848

"~ 0,0772
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=2,39%4

Ulangan 11
_0,1883-0,0308

0,0772
_0,1575

0,0772
= 2,040
o Aktivitas Enzim
[Tirosin] x V

~ (PxqxFp

AE

pH 5 : Ulangan |
2,074 X 3,5

~ (0,5X20)X 10
7,258

100
=0,07258 U/mL

Ulangan 1l
2,394 x 3,5

~ (0,5x20)x 10
8,378

100
=0,08378 U/mL

Ulangan 111
2,040 X 3,5

~ (0,5 x20)x 10
7,141
"~ 100
=0,07141 U/mL

Tabel 4.2.2 Pengaruh Aktivitas Enzim Protease terhadap pH

pH Ulangan Konsentrasi AE Jumlah Rata-rata
Asam amino (U/mL) x aktivitas (U/mL) x
(mg/L) 102 (U/mL) 102
I 2,074 7,258
5 I 2,394 8,378 0,227 7,592
i 2,040 7,141
I 1,716 6,007
6 I 2,036 7,127 0,198 6,597
i 1,902 6,655
I 1,988 6,959
7 I 2,154 7,535 0,219 7,284
i 2,102 7,358
I 2,238 7,834
8 I 2,378 8,324 0,231 7,692

Il 1,976 6,918




Tabel 4.2.3 Absorbasni Aktivitas Enzim Pengaruh Konsentrasi Substrat

Konsentrasi Substrat (%) Ulangan Absorbansi (nm)

I 0,1707
0,5 I 0,1634
Il 0,1721

I 0,1782
1 I 0,1746
Il 0,1830

I 0,1419
2,5 I 0,1433
Il 0,1172

I 0,1426
3,5 I 0,1517
Il 0,1512

o Konsentrasi
B Y —-0,0308

0,0772

Konsentrasi Subtrat 0,5% : Ulangan |
_0,1707-0,0308

0,0772
10,1399

"~ 0,0772
=1,812

Ulangan 11
_0,1634-0,0308

0,0772
_0,1326

"~ 0,0772
=1,718

Ulangan I11
_0,1721-0,0308

0,0772
_0,1413

"~ 0,0772
=1,830

o Aktivitas Enzim
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[Tirosin] x V
AE=——" "~
(Px q)x Fp

Konsentrasi substrat 0,5% : Ulangan |
_ 1,812x3,5

(0,5 x 20) x10
6,343

100
=0,06343 U/mL

Ulangan Il
1,718 x 3,5

~ (0,5 x20)x 10
6,012

100
=0,06012 U/mL

Ulangan 111
1,830 x 3,5

~ (0,5 x20)x 10
6,406

100
=0,06406 U/mL

Tabel 4.2.4 Pengaruh Akrivitas Enzim Terhadap Konsentrasi Substrat

Konsentrasi Ulangan Konsentrasi AE Jumlah Rata-
Substrat (%) Asam amino  (U/mL)  Aktivitas Rata
(mg/L) x 1072 (U/mL) (U/mL)
x 1072
I 1,812 6,343
0,5 ] 1,718 6,012 0,188 6,253
i 1,830 6,406
I 1,909 6,683
1 I 1,863 6,519 0,201 6,701
i 1,972 6,900
I 1,439 5,037
2,5 ] 1,457 5,100 0,141 4,685
Il 1,119 3,917
I 1,448 5,069
3,5 I 1,566 5,481 0,160 5,336

I 1,559 5,459
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Lampiran 5 Analisis data

5.1 Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Protease

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Ph Statistic df Sig. Statistic Df Sig.
AE 5 .354 3 .821 3 .165
6 .208 3 .992 3 .826
7 .266 3 .953 3 581
8 244 3 971 3 674

a. Lilliefors Significance Correction

Tabel 5.1 Hasil Uji ANOVA Pengaruh Aktivitas Enzim Protease Terhadap pH

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups .000 .000 2.150 172
Within Groups .000 .000
Total .000 11
Interpretasi :

Analisis diatas menghasilkan statistic uji F sebesar 2,150 dengan probabilitas (sig)
sebesar 0,172 (Fhitung < Ftabel (4,46) atau probabilitas > alpha (o = 0,05)),
sehingga HO diterima. Dengan demikian dinyatakan bahwa pengaruh pH terhadap
aktivitas enzim protease tidak signifikan).

Tabel 5.2 Hasil Uji Lanjut Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Protease

Subset for alpha = 0.05
Ph N a
Tukey HSD? 6 3 .06596467
7 3 .07284133
5 3 .07592367
8 3 .07695467
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Description
AE
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation Std. Error Bound Bound Minimum | Maximum
5 3] .07592367 | .006831000 | .003943880 | .05895452| .09289281| .071405| .083782
6 3| .06596467 | .005622214 | .003245987 | .05199831 | .07993102| .060071( .071269
7 3] .07284133 .002949590 | .001702947 | .06551415| .08016852| .069592| .075350
8 3] .07695467 | .007079693 | .004087463 | .05936773| .09454160| .069284| .083238
Total] 12| .07292108| .006709817 | .001936957 | .06865787| .07718430| .060071| .083782
Sig. A77
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
085000
0s0000—]
075000—] 1
e
€
O70000—] T J_
DES000—]
DE0000—] l
L & 7 3
pH
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
konsentrasi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
AE 50.0 311 .898 .378
100.0 .205 .993 .843
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250.0 368 3 790 3 .091

350.0 385 3 750 3 .000
Tabel 5.3 Uji ANOVA pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim
protease

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.

Between Groups .001 .000 12.565 .002
Within Groups .000 .000
Total .001 11
Interpretasi :

Analisis diatas menghasilkan statistic uji F sebesar 12,150 dengan probabilitas
(sig) sebesar 0,002 (Fhitung > Ftabel (4,46) atau probabilitas < alpha (o = 0,05)),
sehingga HO diterima. Dengan demikian dinyatakan bahwa pengaruh konsentrasi
substrat terhadap aktivitas enzim protease signifikan).

AE
Subset for alpha = 0.05
konsentrasi N 1 2 3
Tukey HSD? 250.0 3 .04684800
350.0 3 .05044467 .05044467
50.0 3 .06273100 .06273100
100.0 3 .06700767
Sig. .796 .055 .703
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Descriptives
AE
95% Confidence Interval for
Std. Mean
N Mean Deviation Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
50.0 3|.06273100| .005072627 | .002928682 .05012990 .07533210| .056988( .066600
100.0 3|.06700767| .001910987 |.001103309 06226051 .07175482| .065194( .069003
250.0 3(.04684800| .006656054 |.003842874 .03031345 .06338255| .039171( .051004
350.0 3].05044467| .004266618 |.002463333 .03984580 .06104353| .045518( .052908
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ITOtal I 12| .05675783 [ .009630336 |.002780038 .05063901 .06287666| .039171| .069003'
070000
T é
060000+ l
% 050000 ] l
040000
030000
T T T T
500 100.0 250.0 350.0

Ulangan



Lampiram 6. Gambar Penelitian

i
Konsentrasi Substrat

Uji Aktivitas Enzim Protease

Media SMB
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