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MOTTO

2S5

SUKSES SHOLIH

Ingatlah

“JANGAN KAU BERHARAP DAPAT
MENIKMATI INDAHNYA FAJAR,
KALAU KAU TIDAK SUKSES MELALUI
MALAM”

KUNCINYA

“WAHAI ORANG-ORANG YANG BERIMAN
BERTAQWALAH KAMU KEPADA ALLAH
DAN BERKUMPULAH KAMU SEKALIAN
BERSAMA ORANG-ORANG SODIQIIN.”
(QS, ATTUBAH:119)
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Ahmad Nafi (971710101009) Jurusan Teknologi Hasil Pertanian
Fakultas Teknologi Pertanian” Ekstraksi Ensim Protease dari
Tanaman Biduri (Calotropis gigantea)”, dibimbing oleh Dr. Ir.
Ahcmad Subagio, M.Agr., Ir. Wiwik Siti Windrati, M.P., dan
Yuli Witono, S.Tp., M.P.

RINGKASAN

Ensim protease biduri merupakan salah satu ensim protease
tanaman yang mempunyai aktivitas proteolitik tinggi. Beberapa
jenis tanaman selama ini telah banyak dikenal sebagai sumber
ensim protease, seperti pepava menghasilkan papain, nanas
menghasilkan bromelin, famili ficus menghasilkan fisin. Namun
demikian untuk memproduksi ensim protease dari jaringan
tanaman masih menghadapi banyak kendala sementara
ketersediaan ensim protease belum mencukupi kebutuhan, oleh
karena itu perlu dicari sumber-sumber ensim protease yang lain.

Penelitian ini bertujuan untuk mencari sumber ensim
protease dari tanaman yang baru dan menentukan metode
ekstraksi yang baik. Sehingga dapat dimanfaatkan sebagai sumber
ensim protease dengan aktivitas dan rendemen yang tinggi. Ensim
protease biduri ini aman dan efektif untuk diaplikasikan pada
industri pangan, seperti pengempukan daging dan pembuatan
keju.

Penelitian dilaksanakan dalam dua tahap. Tahap pertama
dilakukan dengan mengekstrak ensim protease dari bagian
tanaman biduri yang berbeda yaitu: getah, batang muda, dana
daun. Hasil pengamatan dianalisa secara deskriptif menggunakan
histogram untuk menentukan rendemen ensim terbanyak, dengan
aktivitas dan total aktivitas tertinggi. Hasil penelitian tahap satu
dijadikan dasar ekstraksi pada penelitian tahap kedua. Penelitian
tahap dua dilaksanakan dengan perlakuan perbedaan konsentrasi
yaitu 1:1, 1:2, dan 1:3 dengan pengulangan sebanyak tiga kali.
Hasil pengamatan dianalisa secara deskriptif menggunakan
histogram untuk menentukan rendemen terbanyak, dengan
aktivitas dan total aktivitas tertinggi. Analisa aktivitas ensim
protease biduri dilakukan dengan metode lowry dengan substrat
kasein.

Hasil penelitian tahap satu menunjukkan bahwa getah
merupakan bagian tanaman biduri yang dapat menghasilkan
ensim protease paling optimal ditinjau dari rendemen sebesar
1,17%, aktivitas sebesar 0,144 unit aktivitas/mg ensim, dan total
aktivitas sebesar 1,85.103 unit ensim/gr bahan, serta kadar
protein sebesar 5,072 %. Sedangkan pada penelitian tahap dua

X111
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menunjukkan bahwa konsentrasi optimum pelarut ethanol
terdapat pada perlakuan E3 yaitu perbandingan sampel dengan
pelarut 1:3 dengan rendemen sebesar 0,502 %, aktivitas sebesar
0,080 unit aktivitas/mg ensim, dan total aktivitas sebesar 3,91.
104 unit ensim/gr bahan. Selanjutnya disarankan untuk aplikasi
ensim digunakan metode ekstraksi dengan perbandingan sampel
dengan pelarut 1:3.

X1V
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sama memiliki kemiripan dalam komposisi kimianya (Ray, 1989).
Oleh karena itu diduga biduri dapat digunakan sebagai sumber
ensim protease. Hasil penelitian sébelumnya telah menunjukkan
adanya aktifitas ensim protease dari hasil ekstraksi getah tanaman
biduri (Witono, 2000). Ekstraksi ensim dapat dilakukan dengan
metode pengendapan dengan pelarut-pelarut organik seperti
etanol (Robyt and White, 1987). Ethanol merupakan pelarut
organik yang murah, praktis, mudah di dapat, tidak beracun
(aman), dan mudah untuk digunakan pada penelitian dan proses

ekstraksi ensim protease dari tanaman biduri.

1.2. Perumusan Masalah

Permasalahan pada penelitian ini yang pertama adalah pada
bagian tanaman biduri meliputi getah, batang dan daun, manakah
yang dapat menghasilkan ensim protease optimum ditinjau dar
rendemen, aktivitas dan total aktivitasnya. Permasalahan kedua
berapa konsentrasi pelarut ethanol vang optimum untuk
mengekstrak ensim protease tanaman biduri dengan rendemen

terbanyak, aktivitas dan total aktivitas tertinggi.

1.3 Tujuan Penelitian

1. Menentukan bagian tanaman biduri diantara getah, batang
muda dan daun yang dapat menghasilkan ensim protease
optimum ditinjau dari rendemen, aktivitas dan total
aktivitasnya.

2. Mendapatkan konsentrasi pelarut ethanol yang optimum
sehingga diperoleh enzim protease tanaman biduri yang

mempunyai rendemen, aktivitas dan total aktivitas tertinggi.
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1.4 Manfaat
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat

sebagai berikut:

1. Menambah alternatif sumber ensim protease

2. Informasi tentang cara ekstraksi ensim protease yang optimum
dari tanaman biduri

3. Mendayagunakan tanaman biduri yang selama ini masih

dianggap sebagai gulma.
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IL TINJAUAN PUSTAKA
Sl

2.1. Biduri (Calotropis gigantea)'

Biduri (Calotropis gigantea) merupakan tanaman lahan
kering yang banyak ditemukan pada lahan-lahan kosong dengan
periode kering yang lama. Biduri sampai saat ini belum banyak
dimanfaatkan, bahkan pada beberapa daerah dianggap sebagai
gulma (Stenis, 1992).

Sistematika biduri dalam khasanah botani menurut
Tjitrosoepomo (1994) adalah sebagai berikut :

Devisio : Spermatophyta

Klas : Dicotyledoneae

Sub Klas : Monochlamydae

Ordo : Euphorbiales
Famili : Euphorbiaceae
Genus : Calotropis

Species : Calotropis gigantea

Tanaman biduri merupakan tanaman bergetah, dari seluruh
tanaman biduri akan mengalir getah pada tempat yang dilukai
atau dipotong. Getahnya berwarna putih, kelat tetapi tidak tajam.
Beberapa tetes getah biduri dapat mengentalkan susu sapi. Dalam
ilmu kedokteran, cairan getah ini mempunyai kegunaan, seperti
menstimulir pematangan bisul, untuk menanggalkan gigi
geraham, bahkan di beberapa daerah telah digunakan untuk
menyembuhkan luka (Heyne, 1987). Getah dari sejenis tanaman
biduri yakni Calotropis procera telah berhasil digunakan untuk
pembuatan keju (Eskin, 1990). Hasil penelitian Witono (2000)
menunjukkan bahwa getah tanaman biduri dapat digunakan

sebagal sumber ensim protease.
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2.2. Ensim Protease

Hampir semua ensim protease merupakan protein
sederhana yang tersusun oleh asam amino, tanpa adanya gugus
prostetis atau senyawa non protein yang lain. Sebagian ensim ini
tidak memerlukan ion aktivator, namun demikian beberapa
golongan ensim protease memerlukan aktivator kation-kation
divalen untuk aktivitasnya. Ensim protease termasuk ensim yang
cukup stabil, karena tahan terhadap pH dan suhu lingkungan
yang agak ekstrim. Sifat-sifat inilah yang mengakibatkan ensim
protease mudah diisolasi dengan metode yang relatif sederhana
(Suhartono, 1992).

Reaksi katalisa protease secara umum adalah menghidrolisa
ikatan peptida protein seperti pada Gambar 1. Namun demikian
berbagai jenis ensim protease mempunyai spesifitas hidrolisa yang
berbeda-beda. Beberapa ensim protease mempunyal syarat
khusus untuk aktivitas proteasenya. Semakin spesifik suatu
ensim, semakin sedikit jumlah ikatan peptida yang mampu

dihidrolisa (Whitaker, 1994).

H R, H 0
. 2\ | I
X C N C H,0
RN AR L
N C C Y —— X-NH-CHR,;-COOH + H,N-CHR»-COY
| TR T8

H 0O R H

X = rantai peptida sebelumnya

Y = rantai peptida sesudahnya

Gambar 1. Reaksi katalisa protease dalam menghidrolisa ikatan
peptida protein.

Ensim protease dibagi menjadi dua golongan besar, yaitu

ekstra seluler dan intraseluler. Ensim protease yang bersifat
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ekstraseluler adalah ensim yang menghidrolisa substrat polimer
protein  berukuran besar menjadi kecil sehingga dapat
dimanfaatkan oleh sel yang menéhasilkan (Kaneda et al., 1997).
Sedang jenis protease intraseluler berperan penting dalam proses
pembentukan dan germinasi spora, aktivitas sifat patogenik
beberapa virus, proses pematangan protein, proses fertilisasi pada
mamalia, proses koagulasi darah, fibrinolisis, pengontrolan
tekanan darah, proses modifikasi serta sekresi berbagai ensim
(Loffer,1986).

Dilihat dari letak pemecahan ikatan peptida, protease
dibedakan menjadi eksopeptidase dan endopeptidase.
Eksopeptidase menguraikan protein dari ujung rantai sehingga
dihasilkan satu asam amino dan sisa peptida. Pada tingkat lanjut,
ensim ini akan menghasilkan sejumlah asam amino.

Golongan endopeptidase menguraikan ikatan peptida pada
bagian dalam rantai protein, sehingga dihasilkan peptida dan
polipeptida. Oleh karena itu, kebanyakan endopeptidase hanya
akan menghasilkan asam amino dalam jumlah terbatas
(Suhartono, 1992)

2.3. Sumber-sumber Ensim Protease

Ensim protease dapat diproduksi dari jaringan-jaringan
hidup meliputi mikroorganisme, hewan maupun tanaman. Ensim-
ensim yang diproduksi dari jaringan hewan relatif mahal dan
ketersediaanya tergantung pada permintaan hewan-hewan sumber
ensim tersebut di pasaran, mengingat ensim diekstrak dari hewan-
hewan yang sudah mati. Dalam beberapa hal ensim protease yang
diproduksi dari mokroorganisme lebih menguntungkan (Loffler,
1986).

Meskipun mikroba dikenal luas sebagai sumber ensim

protease, namun untuk tujuan-tujuan khusus misalnya
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pengempuk daging, ensim protease dari tanaman masih
mempunyai peranan yang sangat besar yang belum sepenuhnya
dapat digantikan oleh ensim mikroba. Ensim protease dari
tanaman yang paling utama adalah papain dari pepaya, bromelin
dari nanas dan fisin dari tanaman ficus. Beberapa tanaman lain
juga sudah diketahui sebagai sumber ensim protease, yaitu famili
kacang-kacangan (Arachis hypogeae L.) memproduksi protease
pada bijinya. Labu (Curcubita peo) memproduksi protease pada
bagian bunganya. Buah semangka (Cucurmis melo) dilaporkan
mengandung protease serta jahe (Suhartono, 1992, Thompson,
Wolf, and Allem, 1973).

Ketersediaan ensim protease renin dari anak sapi yang
semakin mahal dan terbatas, mendorong para peneliti untuk
mencari ensim pengganti renin dari tanaman. Benincasa cerifera,
dan Calotropis procera merupakan tanaman yang dapat
menggantikan fungsi protease renin, walaupun belum dapat
menghasilkan keju yang sempurna (Eskin, 1990). Daun Cyanara
cardonculus juga telah dilaporkan populer digunakan sebagai
sumber ensim penggumpal susu. Penggunaan protease dari
tanaman ini menghasilkan komposisi yang tidak berbeda,
dibandingkan dengan keju yang dihasilkan dari ensim renin

komersial (Sousa and Malcata, 1997).

2.4. Manfaat Ensim Protease

Nobuzo (1988) menambahkan bahwa ensim protease
mempunyai peran yang penting dalam industri pangan. Enam
puluh persen dari total produksi ensim yang digunakan untuk
pengolahan pangan, ensim protease merupakan salah satu ensim

terbesar penggunaannya selain amilase dan glukoamilase.
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Peranan ensim protease di bidang industri pangan yang
telah banyak dikenal antara lain untuk pembuatan roti,
pembuatan keju, industri bir dan sebagai pengempuk daging.
Pemanfaatan dalam industri roti disebabkan ensim protease dapat
mengubah sifat viskoelastis adonan dengan menghidrolisa ikatan
peptida pada protein gluten. Ensim protease juga menghidrolisa
protein adonan roti yang membebaskan asam amino yang bereaksi
dengan gula selama pemanggangan roti sehingga menimbulkan
aroma dan warna yang diinginkan (Eskin, 1990; Collar, Mascaros
and De Barber, 1992).

2.5 Ekstraksi Ensim Protease

Ekstraksi ensim bertujuan untuk memisahkan ensim dari
jaringan tempat asalnya. Kebanyakan ensim tampak jelas
menunjukkan aktivitasnya bila dalam keadaan sudah diisolasi dan
dimurnikan. Ekstraksi ensim dilakukan pada suhu rendah
(kurang lebih 4°C), mengingat ensim sering tidak stabil pada suhu
yang lebih tinggi (Palmer, 1991).

Kondisi ekstraksi harus dijaga pada kisaran pH tertentu,
dan kondisi suhu rendah pada setiap tahapnya, oleh karena itu
buffer diperlukan di dalam cairan pengekstrak (Palmer, 1991).
Selanjutnya Whitaker (1994) menambahkan untuk ekstraksi
ensim intraseluler dari jaringan tanaman harus ditambahkan
buffer untuk menjaga pH di sekitar netral. Buffer ini diperlukan
untuk melindungi ensim dari pengaruh asam yang dilepaskan oleh
sel-sel selama ekstraksi.

Hasil ekstraksi ensim merupakan isolat dengan kadar yang
masih rendah. Pemurnian akan dapat meningkatkan kadar ensim

dari ektrak kasar ensim tersebut. Pemurnian ensim dapat
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dilakukan dengan metode pengendapan baik dengan pelarut-
pelarut organik seperti etanol dan aseton maupun metode salting
out dengan menggunakan garam amonium sulfat (Robyt and
White, 1987)

Garam amonium sulfat sering digunakan untuk salting out
protein. karena kelarutannya sangat tinggi, tidak beracun untuk
kebanyakan ensim, murah dan pada beberapa kasus memberikan
efek menstabilkan ensim (Dixon and Webb, 1979 dalam Fox,
1991). Penggunaan amonium sulfat pada pemurnian ensim telah
dilaporkan oleh beberapa peneliti antara lain: Noda, Kayonagi and
Kamiya (1994) menggunakan amonium sulfat dengan kejenuhan
50% untuk pemurnian ensim protease dari buah melon. Abe et al.
(1997) menggunakan amonium sulfat kejenuhan 30-60% untuk
mengekstrak dan memurnikan oryzasin dari biji padi. Tavasolian
and Shabbah (1979) mengendapkan ensim dari biji Cartamus
tinctorius dengan amonium sulfat kejenuhan 50%.

Ekstraksi ensim protease biduri menggunakan pelarut
organik yaitu etanol 96% dengan perbandingan 1:1. Etanol dapat
mengendapkan protein karena seperti dinyatakan oleh Wiseman
(1985) penambahan pelarut organik ke dalam larutan protein akan
mengurangi kelarutan protein dalam air dengan cara menurunkan
konstanta dielektrik medium, sehingga molekul-molekul protein
lebih cenderung berinteraksi dengan molekul protein yang lain
dibanding dengan air, keadaan ini terus berlanjut sampai dicapai
titik tertentu di mana protein mengendap. Menurut Darwis dan
Sukara (1990) Untuk satu bagian getah pepaya dibutuhkan satu

sampal dua bagian etanol murni.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

10

2.6 Ekstraksi Ensim Protease dari Tanaman Biduri

Sebagai ensim ekstraseluler ensim protease biduri sama
dengan ensim papain yang menurut Suhartono (1992) bersumber
dari getah tanaman pepaya baik yang berada di daun, batang
maupun buah. Namun secara praktis, getah dari buah pepaya
lebih mudah dipanen. Untuk memperoleh getahnya, buah pepaya
dilukai dan getah yang keluar disadap. Getah yang menetes
ditampung, dikumpulkan dan dikeringkan. Penorehan buah dapat
dilakukan mulai pangkal sampai ujung. Produksi lateks
dipengaruhi oleh banyaknya torehan sadapan, interval waktu
penyadapan, dalamnya torehan, umur buah, waktu penyadapan
dan frekuensi penyadapan.

Witono (2000) melaporkan bahwa untuk mengisolasi ensim
protease getah biduri dilakukan dengan memotong tanaman biduri
pada bagian atas (pucuknya), getahnya ditampung, disimpan atau
dibawa dalam kondisi dingin (+ 4°C).

Secara umum metode memurnikan ensim tidak berbeda
dengan protein. Beberapa tahap yang dilakukan dalam pemurnian
ensim antara lain ekstraksi, pemisahan ensim (pengendapan
protein), penyaringan sentrifugasi, dialysis, dan pengeringan.
Pengendapan protein didasarkan atas perbedaan kelarutan.
Biasanya digunakan garam amonium sulfat karena garam ini
sangat larut dalam air, tidak beracun dan mudah didapat serta
dapat menstabilkan ensim. Garam amonium sulfat biasanya
ditambahkan dalam bentuk padatan supaya volume larutan tidak
menjadi  lebih  besar. Untuk menyempurnakan proses
pengendapan protein, filtrat ensim yang ditambahi amonium sulfat
dapat disimpan lebih lama pada suhu 4°C agar semua protein
teragregrasi secara sempurna. Protein endapan juga dapat

diperoleh dengan menggunakan pelarut organik seperti alkohol
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(methanol, etanol, propanol), dietil eter dan aseton. Witono (2000)
melaporkan bahwa ekstraksi menggunakan etanol dengan
konsentrasi 1:1 menghasilkan rendemen 0,27% sedang dengan
konsentrasi 1:2 menghasilkan rendemen ensim protease yang
lebih tinggi yaitu sebesar 0,66%.

Suhartono (1991) menyatakan bahwa salah satu metode
untuk mengisolasi getah pepaya adalah getah pepaya dicampur
air, disaring, kemudian di dalamnya ditambahkan alkohol.

Pengeringan getah pepaya dapat dilakukan menggunakan
oven vakum, lemari pengering dan penjemuran. Lemari pengering
merupakan alat pengering buatan yang umum digunakan dalam
pengeringan getah pepaya. Pengeringan getah pepaya dengan
menggunakan pengering kabinet ini memiliki beberapa
keuntungan antara lain suhunya dapat diatur, biaya tidak mahal,
aktivitas ensim dapat dipertahankan selama penyimpanan lebih
dari 8 bulan dan warna produk yang dihasilkan putih.
Kelemahannya adalah terjadinya penurunan aktivitas papain
karena tekanan selama proses tidak dapat diatur.

Getah pepaya yang dikeringkan dengan menggunakan oven
vakum mempunyai keuntungan yaitu daya simpan produk dapat
mencapai 20 bulan dengan aktivitas protease cukup tinggi karena
tekanan di dalam alat ini dapat diatur. Namun biaya
penggunaanya mahal sehingga oven vakum biasanya digunakan

untuk mengeringkan papain murni.
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2.7 Aktivitas Ensim Protease

Kecepatan reaksi substrat, vang dikatalisis ensim dapat
ditentukan secara kuantitatif, yang dinyatakan sebagai aktivitas
ensim. Aktivitas ensim ini ditentukan berdasarkan kecepatan
penguraian substrat maupun kecepatan pembentukan produk.
Aktivitas ensim dinyatakan dalam umol substrat yang terurai atau
produk yang terbentuk pada satuan waktu tetentu (Robit and
White, 1987).

Pengujian aktivitas protease juga dapat dilakukan pada
suhu 55°C antara lain pengujian aktivitas protease yang diisolasi
dari udang (Jiang et al, 1991), potease buah melon (Noda,
Koyanagi and Kamiya, 1994), protease dari biji padi (Abe et al,
1997). Beberapa peneliti juga menguji aktivitas ensim pada suhu
40°C yaitu aktivitas protease dari bakteri pada whey kedelai
(Leewit and Pornsuksawang, 1988), aktivitas ensim protease
papain (Sanogo, Paquet and Linden, 1990), sedangkan Molina and
Toldra (1992) menguji aktivitas protease mikroba yang diekstraksi
dari cured ham dilakukan pada suhu 30°C.

Pengujian aktivitas ensim protease dapat dilakukan dengan
menganalisa hasil hidrolisis ensim protease pada substrat dengan
metode lowry. Menurut Apriyanto dkk (1989) prinsip metode lowry
adalah reaksi antara Cu?* dengan ikatan peptida dan reaksi asam
fosfomolibdat dan asam fosfotungstat oleh tirosin dan triptofan
(merupakan residu protein) akan menghasilkan warna biru. Warna
yang terbentuk dalam larutan terutama dari hasil reduksi
fosfomolibdat dan fosfotungstat . oleh karena itu warna yang
terbentuk tergantung pada kadar tirosin dan triptofan dalam
protein. Metode Lowry mempunyai keuntungan 100x lebih sensitif

dari metode biuret.
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Menurut Malik and Singh (1986) Aktivitas spesifik ensim
protease dapat dinyatakan dalam unit aktivitas per miligram
ensim. Hasil ekstraksi ensim prot‘ease dengan aktivitasnya dapat
dinyatakan dengan total aktivitas, yakni jumlah unit aktivitas

ensim yang di dapat dari satu gram tanaman.
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IIl. METODOLOGI PENELITIAN — /S

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pengendalian
Mutu Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas

Jember, mulai bulan Juni - Agustus 2001.

3.2. Bahan dan Alat Penelitan
3.2.1. Bahan

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah
getah, daun dan batang muda dari tanaman biduri (Calotropis
gigantea) yang didapat di daerah Watu Ulo Ambulu Jember.
Bahan kimia yang digunakan berspesifikasi pro analisis (pa)
dengan merck (jerman), meliputi : aseton, etanol, monoksosil
sodium fosfat, dibasik sodium fosfat, tirosin standar.
trikloroasetat, HCIl, kasein, reagen lowry dan bahan kimia lain

untuk pengujian aktivitas ensim protease.

3.2.2. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi :
centrifuge Yenaco model YC-1180T dan tabungnya, freeze drying
Snijder Scientific tipe 2040 (Belanda), spectronic 21D Melton Roy
dan kuvetnya pisau stainless steel, pH meter Jen Way tipe 3320
(Jerman), pengaduk magnetik, lemari pendingin, kertas saring,

waterbath dan alat-alat lain yang terkait.

3.3. Metode Penelitian

3.3.1 Rancangan Penelitian dan Analisa Data
Penelitian dilakukan dalam 2 tahap. Tahap I dilakukan
untuk menentukan bagian tanaman biduri yang menghasilkan

ensim protease biduri yang optimum ditinjau dari rendemen,

14
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aktivitas dan total aktivitasnya. Tahap Il dilakukan guna

menentukan konsentrasi pelarut untuk ekstraksi ensim protease

dari tanaman biduri yang optimum sehingga diperoleh rendemen

terbanyak, aktivitas dan total aktivitas tertinggi. Selengkapnya

tahapan-tahapan penelitian dan rancangannva dapat dilihat di

bawah ini :

*
*
.'

Penelitian Tahap I

Penelitian tahap [ dilakukan dengan mengekstrak ensim
protease dari tiga bagian tanaman biduri yang berbeda
yaitu: getah, batang muda, dan daun. Hasil pengamatan
dianalisa secara deskriptif (Survabrata, 1989) dengan
menggunakan histogram untuk menentukan rendemen
terbanyak, aktivitas dan total aktivitas tertinggi. Hasil
penelitian tahap | ini dijadikan dasar untuk ekstraksi

penelitian tahap berikutnya.
Penelitian tahap II

Penelitian tahap dua dilakukan dengan mengekstrak bagian
tanaman biduri sesuai dengan hasil penelitian tahap satu
dengan 3 perlakuan perbedaan konsentrasi pelarut etanol
95% dan dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Hasil
pengamatan dianalisa secara deskriptif (suryabrata, 1989)

Ketiga perlakuan masing-masing adalah:

E1 - ekstraksi dengan perbandingan sample dan pelarut 1:1
E; = ekstraksi dengan perbandingan sample dan pelarut 1:2

Es = ekstraksi dengan perbandingan sample dan pelarut 1:3

Dari ketiganya kemudian dipilih 1 konsentrasi optimum

untuk proses ekstraksi yang paling sesuai untuk ensim protease

dari tanaman biduri (dilihat dari rendemen, aktivitas dan total

aktivitasnya).
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3.3. 2 Parameter Pengamatan

*

<+ Pada penelitian tahap | parameter yang diamati adalah
kadar protein terlarut ekstrak ensim rendemen, aktivitas

dan total aktivitas ensimnya.

“+ Demikian juga pada penelitian tahap Il parameter yang
diamati adalah rendemen ensim. aktivitas, dan total

aktivitasnya.



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

17

3.3.3 Prosedur Kerja

-

< Prosedur Kerja Penelitian Tahap |
100 gr getah 100gr daun 100gr batang

pengenceran dengan 300 mL air dingin

dihancurkan dengan blender

|
v

khusus getah disaring dengan kain saring
filtrat

disentrifus —» endapan 1

supernatan 1

L » ditambah etanol 100 ml
stirer selama 30 ¢

sentrifus —» supernatan 2

v

endapan 2

Freezinit = 24 jam

Frezze drying t = 24 jam

v

Ekstrak kasar ensim kering

v

Dianalisa kadar protein, rendemen, aktivitas dan total aktivitas
ensimnya

Gambar 2. Prosedur penelitian tahap I |
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% Propsedur Kerja Penelitian tahap II

100 gr getah biduri
pengenceran dengan 200 mL air dingin
didiamkan pada suhu 4°C selama 30 menit
disaring dengan kain saring

filtrat
disentrifus dengan rpm 4500 selama 20 menit—» endapanl

supernatan 1 (gum)

.

ditambah etanol dengan perbandingan 1:1; 1:2; 1:3
stirer selama 30 °
sentrifus dengan rpm 5000 selama 10'— supernatan 2
endapan 2

Freezing t = 24 jam

v

Frezze drying t = 24 jam

.

Ekstrak kasar ensim kering

'

Dianalisa kadar protein, rendemen, aktifvitas dan total aktivitas
ensimnya

Gambar 3. Prosedur penelitian tahap II
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3.3.4 Prosedur Pengamatan parameter

% Pengamatan kadar protein ekstrak ensim protease

Pengamatan kadar protein ensim protease dilakukan
menggunakan metode lowry (Walker, 1994). Pengamatan
dilakukan dengan menimbang 0,1 gr ekstrak ensim kering.
Kemudian dilakukan proses destruksi protein untuk mendapatkan
protein telarut menggunakan 0.1 mL NaOH 2N pada suhu 100°C
selama 15 menit lalu didinginkan dengan air dingin. Protein
terlarut vang dihasilkan lalu direaksikan dengan 1 mL reagen mix
dan didiamkan selama 10 menit. Menambahkan 0,1 mL reagen
folin agar terjadi reaksi pewarnaan sehingga dapat diamati dengan
spektrofotometer tampak dan dibiarkan selama 30 menit.
menambahkan Aquades sampai volume 5 mL kemudian tera

absorbannya pada panjang gelombang 750 nm. Data absorbansi

diplotkan pada kurva standar untuk dihitung kadar proteinnya.

< Pengamatan rendemen Protease

Pengamatan rendemen dilakukan dengan menimbang ensim
protease kering menggunakan neraca analitis kemudian
dibandingkan dengan berat sampel dikalikan 100 %. Penghitungan

rendemen dapat menggunakan rumus sebagai berikut:

3
% Rendemen = ; X 100 %

Dimana A: berat sample

B: berat ekstrak enzim kering
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< Pengujian Aktivitas Protease (Leewit and Pornsuksawang,

1980) dan metode lowry (John M. Walker, 1994)

Pengujian aktivitas ensim p‘rotease menggunakan substrat
kasein pada pH optimal, dilakukan dengan menimbang 0,05 gr
kasein dalam tabung sentrifus lalu dicampur dengan 0,01 ensim
kering. Kemudian memasukkan 3 mL buffer pH 7 pada suhu 55°C
pada tabung tersebut lalu diinkubasikan pada suhu 55°C dalam
waterbath selama 10 menit. Menambahkan TCA 1mL lalu sentrifus
dengan kecepatan 4500 rpm, selama 6 menit. filtrat vang
dihasilkan diambil 1 mL lalu ditambah dengan 1 mL reagen mix
dan dibiarkan selama 10 menit. Menambahkan 0,1 mL reagen
folin dan dibiarkan selama 30 menit. Menambahkan Aquades
sampai volume 5 mL kemudian tera absorbannya pada panjang
gelombang 750 nm. Data absorbansi diplotkan pada standar
untuk dihitung aktivitas hidrolisis ensimnva.

Aktivitas protease dinyatakan dalam unit aktivitas, dimana
satu unit berarti peningkatan konsentrasi protein terlarut
sejumlah satu miligram per mililiter pada setiap menit waktu
inkubasi. Aktivitas spesifik ensim dinyatakan dalam unit aktivitas
per miligram ensim. Perhitungan aktivitas spesifik ensim dapat

menggunakan rumus sebagai berikut:

1 unit aktivitas = E—]
t
Dimana [( '] : kenaikan konsentrasi protein terlarut (mg/ml)

t : waktu hidrolisis (menit)

- . 1]
Aktivitas spesifik = unt
mg.ensim
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Total aktivitas dinyatakan sebagai jumlah unit ensim yang

didapat dari satu gram bagian tanaman.
1 unit ensim = Acx Rd

Dimana Ac: Aktifitas spesisfik (unit/mg ensim)

Rd:Rendemen Ensim (gr)

i i unit Cnsim
Total Aktivitas = ————
vr.bahan
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IV. KESIMPULAN DAN SARAN /A3,

4.1 Kesimpulan

Berdasar hasil penelitian mengenai ekstraksi ensim protease

biduri dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1.

Bagian tanaman biduri yang menghasilkan ensim protease
tertinggi yaitu getah dengan rendemen sebesar 1,17%, aktivitas
sebesar 0,144 unit/mg ensim, dan total aktivitas sebesar
1,85.10° unit ensim/gr bahan, serta kadar protein sebesar
5,072 %..

Konsentrasi optimum pelarut ethanol terdapat pada perlakuan
E3 yaitu pada perbandingan sampel dengan pelarut 1:3 dengan
rendemen sebesar 0,502%. aktivitas sebesar 0,080 unit/mg
ensim, dan total aktivitas sebesar 3.91.10% unit ensim/gr

bahan.

4.2 Saran

1. Dengan melihat manfaat dari ensim protease biduri yang
sangat besar maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk aplikasi ensim protease biduri pada proses
pengolahan produk-produk pangan, seperti pengempukan
daging dan pembuatan keju, dipakai dengan menggunakan
ensim yang diekstraksi dari getah biduri dengan pelarut
ethanol perbandingan 1 : 3.

2. perlu dikaji lebih lanjut untuk ekstraksi dan aplikasi ensim
menggunakan pelarut organik lain seperti aseton atau

garam ammonium sulfat.
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3. Perlu dikaji lebih lanjut untuk cara menghilangkan
komponen gum dari ekstrak ensim protease getah biduri.

4. Perlu dikaji lebih lanjut untuk mengetahui karakteristik
ensim protease biduri, dan kemungkinan penerapan
bioteknologi untuk produksi ensim protease biduri

menggunakan mikroba.
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Lampiran 1. Rata-rata Rendemen Ensim Protease Bagian

Tanaman Biduri (%)

Rendemen ensim protease bagian tanaman biduri

[_Jlangan | WR:Vata— -
Sampel — : Jumlah |
1 | 2 3 | rata |
| IS P —
Daun 1,543 | 1,851 | 2,156 555 | 1,85 |
Batang | 0,639 | 0,486 | 0,477 | 1.60 | 053 |
Getah | 0,994 | 0,902 | 1,608 | 351 | 1.17 |

Lampiran 2. Rata-rata Aktivitas Spesifik Ensim Protease

Bagian Tanaman Biduri (unit/mg ensim)

L Aktivitas ensim pfc;tgase bagian tanaman biduri b

] | Ulangan ' Rata-
Sampel | Jumlah ;
= vy N e . rata |
] Daun | 0031 | 0.023 | 0046 0.100 0.033 |
Batang | 0040 | 0.040 | 0.039 0.119 0.040 \

Getah | 0080 | 0.131 | 0222 0.433

0.144 J
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Lampiran 3. Rata-rata Kadar Protein Ensim Protease Bagian

Tanaman Biduri (%)

Kadar protein ensim protease bagian tanaman biduri

! Ulangan Rata-
Sampel ; Jumlah
1 {‘ 2 rata

===
14.82 24.693 12.347

. 15.216 26.667 | 13.334
| 10.143

Lampiran 4. Rata-rata Total Aktivitas Ensim Protease Bagian

Tanaman Biduri (unit ensim/gr bahan)

lotal Aktwnas ensim protease bagian tanaman bldun

i\ Ulangan Rata-
. Sampel | Jumlah
‘ ‘ 1 | j | rata
Daun | 4 81€-04 | 4.20E-04 } o9E-04 | 905 | 6.33E-04
e !
| Batang { JISDE-04 | 1.835 04 1 1.88E-04 \ = 31E | 2.10E-04
| Getah | 7.96E-04 | 1.18E-03 | 3.57E-03 | & 54E | 185E-03
AN " | 03 |
Lampiran 5. Rata-rata Rendemen Ensim Protease Getah
Biduri (%)
r Rendemen ensim protease getah biduri
—
Ulangan Jumla Rata-
Sampel {
1 2 5 h rata
El 0.1604 | 0.1804 | 0.1664 | 0.507 | 0.169
E2 0.1652 | 0.3560 | 0.3190 | 0.840 | 0.280
E3 l 0.2447 | 0.6120 | 0.6500 | 1.507 | 0.502
o=
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Lampiran 6. Rata-rata Aktivitas Spesifik Ensim Protease Getah

Biduri (unit/mg ensim)

[ Aktivitas ensim protease getah bidur [
i Ulangan l Jumla | Rata-
Sampel _ :
1 | 2 3 ﬂ h | rata
El 0.1826 | 0.1418 | 0.1334 | 0.458 | 0.153
E2 0.1042 | 0.0922 | 0.1256 | 0.322 | 0.105
i I I _ - e o
| | |
|

E3 | 0.089 | 0.062 0.0884  0.239 0.080

Lampiran 7. Rata-rata Total Aktivitas Ensim Protease Getah

Biduri (unit ensim/gr bahan)

J Total aktivitas ensim protease getah biduri

- _—— - =
| 3 Ulangan
| sampel | - _| Jumlah @ Rata-rata
| ] 2 3
Bl |2.93E-04 | 2.56E-04 | 2.22E-04 | 7.71E-04 | 2.57E-04
B2 1 1.728-04 | 3.28E-04 | 4.01E-04 | 9.01E-04 | 3.00E-04
| 2 |2.18E-04 | 3.79E-04 | 5.75E-04 | 1.17E-03 | 3.91E-04
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Lampiran 8. Kurva Standard Analisa Kadar Protein dengan
Metode Lowry

Data absorbansi larutan standar analisa kadar protin terlarut
dengan metode lowry adalah sebagai berikut:

-

| Blanko = 0,025
““?‘;‘)‘“ﬂsmbsi’gam (X-0025) | - ———
1 | 0173 | 0148 | {fﬁ:”\ / Witk UPT Perustakaan
2 [ ows | o Jﬁ( UFIVERSITAS JEWBER
I 3 0,361 0,336 e
4| 0,44 0,415
5 0485 | 046 |
—— ke m
6 | 0556 0,531 |

8 | oes | o |
10 0,682 0,657 |
Momg/mi || ]

12

(4 y=17,105x - 2.373 1

R*=0.9464

konsentrasi ( mg/m
[=p)

4
2
0
0 0,2 0.4 0.6 0.8
Absorbansi

Gambar 11. Grafik Kurva Standar Analisa Kadar Protein dengan
Metode Lowry
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