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RINGRKASAN

Protease merupakan enzim penghidrolisis protein yang memiliki peranan
penting dalam industri pangan, Setiap tahunpya kebuluban eneim protease lerus
meninghat sehingpa diperlukan sumber penghasil protease baru darl jaringan
hidup seperll : mikreorganisme, hewan maupun tanaman. Fidar (Cealofropss
giganteal merupakan jenis tumbuban dataran pantal yang belum  optimal
pemanlaalunnya, Adanya aktivitas proteolittk pada pgetah biduri, maka dapa
diharapkan schagai alternatif sumber protease yang baruw.

Penelitian ini bermjuan untuk menentukan tingkat kejenvhan amonium
sulfat yang optimum dalam ekstraksi enzim protease, Perlakuan vang digunakan
dalam ekstraksi adalah tingkat kejenshan amonium sulfal 35%; 50%; 65%; dan
% dengan pengulangan sehunvak 3 kali, Hasil pengamatan di analisis secara
deskrpif, Parameter yang diamali meliputi: rendemen {gravimetei), kadar protein
lerlarut (metode lewry), aktivitas (pengujian aktivitas protease dan metode lowry),
total aktivitas, dan aklivilas spesifik,

Hasi] penclitian menunjukkan bahwa tingkat kejenuhan amonium sullul
optimal adalah 63%:. Crude protease endapan vang dihasilkan memiliki rendemen
5 4%, kadar protein 29.7%, akbivitas 1.5 E+04 unat, akrivitas spesifik 1.8 Eid
unit'mg dan total aktivitas 6.7 E+03 unit.

kata kunei @ ciovireion, pridease, rendemen. akiivifoy

xii
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L PENDAITLUAN

1.1 Latar Belakang

Protease merupakan enzim penghidrolisis protein yang bunyak dipunakan
dalam indusiri pangan, seperti pembuatan keju penjernihan bir, pembuatan rot,
pengempuk daging dan lnin-lzin. Pemakaian enzim protease terus meningkat dari
tahun ke tahun, Pada tabun 1983 penjualun cnzim protease mencapai 0% dari
total penjualen enzim dunia (Word, [983), whun 1995 meningkat sampai 60%
dari total pemakaian enzim dunia vanp berilai lebib dad 2 milvar dolar AR
(Buhartono. Lestariono dan Tanoye, 1993),

Meningkamya kebutuhan enzim prolease setiap tuhunnya memacuy [T
ahll untuk menemukan sumber-sumber enzim protease vang bane. Selamy ini
enzim prolease di produksi dari jaringan-jaringan hidop sepert mikroorganisme.
hewan maupun tanaman, Enzim protease yvang diproduksi dari jaringan hewan
relatif lebib mahal dan ketersediaanya lergantung pada permintaan hewan-hewan
sumber enzim di pasaran (Loffler, 1986). Eneim protease ari jaringan tanaman
dapal dibasilkan oleh bagian-bagian tanaman penghasil peotease seporti metah
pada pepaya, biji kucang-kacangan dari famili aracis hypogese, bunga tanaman
labu, buah semangka dan rimpang jahe {Suhartono, 1992; Thompson, Wolf and
Allen, 1971),

Biduri (Calotropis gigantea) merupakan jenis tumbuban semak liar yang
tumbub subur di arca pantal sampai ketinggian 1000 mdpl di seluruh Indonesia,
Tanaman bergetah ini masth belwn  dimanfaatkan secarn optimal, barena
keberadaanyy sclain sebagai gulma juga sebagai makanam ternak. Has il penelitian
sebelumnya menunjukkan babwa tanamun dalam satu genus dengan bidur, vait
Calotropis procera telah sukses digunakan sebagai sumber enzim provense (Eskin,
19903, Menurur paradigma Chemotaksonomy, lanaman dard genus yang sama
memiliki kemiripan dulam komposisi kimisnya (Ray, 1989), Hasil penelitian
Wilono  (Z2002) menunjukan  babwa  hasil eksiraksi eetab tanaman  biduri
menunjukan adanya aklivitas cnzim protease, schingga tananun bidur dapar

digunakan sebagai allernatif sumber enzim protease.
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Ektruksi cnzim dapat dilakukan dengan metede pengendapan, Seluma ini
pelarut organik yang sering digunakan untuk pengendapan adalah ethanol dan
aseton (Robyt and White, 1987}, Ethanol bersiful mudah menguap sehingga dapat
menurunkan rendemen enzim kering, Garum amoniwm sul G [(NHa S50k | sering
digunakan dalam proses salling out protein memponyal sifat-siful: mudah larur
tidak beracun. memiliki dayva pengendapan tingei dan mudah digunakan dalam
proses ckstraksi engim, serla dapal menstabilkan enzim karena memiliki panas
pelarutan vang rendah dan eksibilitas terhadap pH schingpa liduk mempengaruhi
bentuk dan [ungsi enzim (Winumo, 1995}, Keberhasilan ekstraksi eneim antara

lain di pengaruhi oleb tingkat kejenuban amonium sulfat,

1.2 Perumusan Masalah
Permazalahannya adalah belum di ketahui bherapa tingkal kejemihan
amonium sulfal vang optimal untuk ckstraksi ensim protease tanyman biduri.

sehingga perlu di lakukan pencelitian.

L3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan tingkat kejenuhan

wmonium sulfat vang optimal untuk ekstraksi enzim protease tanaman biduri,

1.4 Manfaat Penclitian
1. Memperoleh alternatif sumber enzim protease baru.
2. Memberi nilai puna duri tanaman bidurd vang selama ini belum banyak di
mantaatkan,

3. Memberikan informasi tentang ekstraksi enzim dad tanaman Mdur

mengeunakan param amonium sulfat.
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IL TINJALAN I'LST/ KA

2.0 Tanaman Buluri
Bidurt {( adodrapus pepeeitea) merupakan tanaman lahan kenng yanp
banyak di temukan di daermh pantar. Tanaman ini dikenal masvarakat pantai
sebagmr lanaman obal, lap sampal sekarang pemaniaatannva belum opumal.
Bahkan dibeberapa daerah tanaman hidun dianggap schagal gulma {Stenis, 1992),
Sistematika ndur dalam khasanah botar menueat Thtrosoepomo (1994

adalah sebaga benkut ;

nvisio : Spermatopyta

Klas Dicolyledone

sub klas : Monochlamydae
Credo Euphorhiales
Famili : Euphorbiacese
Cenus : Calotropis

Species s Ceidoirapis pepenice

Tanamsn bhidun merupakan tanaman bergetah, dan scluruh baman
lanaman bidure akan mengalic geah pada tempal yvang diluka atau dipotongs
Getahnya berwama putth, khelat tapt fidax tajam. Dalam ilmu kedokteran, caican
petab i mempunyai kepunaan, seperti menstimulic pematangan bsul, untuk
menanggalkan gigl geraham. bahkun di beberapa dasrab telah digunakan untuk
menyembuhkan luka (Heyre 19871 Hasil penelitian Witono {20000 imenyatakan
bahwa ckstrak kasar cnazim protease dan tanaman dun dapat mengempukkan

daging dan menpgrumpalkan susu

Ted
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2.2 Enzim Protease

Enzim protesse merupukan enem yang memiliki peranan dan nala
eckonomi yang tinggl dalam industri pangan. Kemampuan proteelitik dari jenis
enzim ini telah banvak di aplikasikan pada industri-industel pembuatan reti.
produksi keju, penjermb bir, pengempuk daging dan lain sebagainya (Smith,
1995). Babkan 0% dari total produksi enzim vang digunakan dalam pengolahan
pangan, protease merupakan salah satu enzim terbesar pengounaanya setelah
ammlase dan glukoamilase (MNabuweo, 1988).

Pemanfaatan enzim protesse terus di kembangkan seperti telah dilaporkan
oleh Lazano, Combes and Thora (1994, bahwa protease digunakan mendegradasi
protein untuk memperbatki nilal nutrisi dan fungsionalnyva. Sanches and Burpgos
(19971 menggunakan protease untuk memperbaiki sifat pel protein hunga
malahan, Taawa, Tekuvaso and Havasto (1997, menyebutkan bahwa pemiliban
enzim protease vang tepat dapat digpunakan untuk memperbaiki kualitas protzin
hidrolisis dengan mengurangi rasa pahitmyva.

Hampir semua eneim prodease merupakan protein sederhana vang tersusun
oleh asam amino, tanpa adanya gupus prostetik atau senyawn non protein yvang
lain. Enzim protease termasuk enzim yang cukup stabil, karena tahan lerhadap pH
dan subu hingkungan vang agak ekstrem. Eneim protease memiliki peranan yang
besar lerhadap proses-proses seluler akibal kemampuan proteolitiknyva. Proses
tersebut melipud tranlokasi, twkar ganti protein, sekresi protein, aktiviias enzim
dan hermon,

Spesilitas eénvim protease  herbeda-beda  dalam  menghidrolisis ikalan
peptida di dalam mwolckul protein (Fox, 19911, Beberapa cnzim  protease
mempunyal syarat khusus untuk aktivitas proteolitiknya. Semakin spesifik suatu
enzim, semakin sedikit jumlah  ikatan peptida vang mampu di hidreolisis
{Whitaker, 1994, Beaksi katalisis protein secara umum adalah menshidrolisis

ikatan peptida protein sepert: terlibat pada Gambar 1.
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Ly - PLE (120 41

1 = ramigi peptide yebelumnva
K2 = ramiai pepiida yesudalmypa

Grambar 1. Heaksi Katalisis Protease dalam Menghidrolisis Thatan Peptida
P’rotein,

Berdasarkan  spesifitasnys  protease  dapat  dipolongkan  menjadi
cksopeptidase dan endopeptidase. lstilah eksopeptidase digunakan unluk enzim
vang memecah asom aming terminal duri salah satu ujpung protein dengan cara
menphulrolisis ikatan peptidanya. Sedangkan endopeptidase adalah enzim vang
menyerang ikalan peplida yang terdapal pada bagian dalam proteia (Loffler, 1984;

Kaneda ef af, 1997),

2.3 Klasifikasi Enzim Protease

Enzim protese di klasifikasikan herdasarkan aspek-aspek tenentu seperti:
sumber ensm, lokas dalam janngan, spesilitasnya, hngkungan pH dan dayva kerja
serta sifat-sifat kimia sisi akiafnya. Berdosarkan sumbernya, ensim protease
digolongkan menjadi - (1) enzim protese mikeoba ; (2) envim prolease tanaman
seperti : papain dari getah pepaya, bromelin dori buah naras dan Bsin dari famil;
ficus, serta (1) enzim protease hewan seperti ;- renin darl abomasum anak sapi dan
kathepsin darn liver atau bepato pankreas ikan (Kolodaiejska ef ol 1994
Choudury and Gogoi, 1996).

Dalam perkembangan selanjuinya enzim protease di bapr dalam dua
golonpgan besar. yaitu ekstraseluler dan intraseluler, Dalum jaringan cnzim
chimaseluler berperan dalam pemecahan polimer prowein yvang berukuran besar
menjadi kecil (Kaneda er af, 1997), Scdangkan jenis protease intraseluler
berperan dalam proses pembentukan dan perminasi spora, proses pemalangan
protein, proses fertilisasi pada mamalia, proses modilikasi serta sckresi berbapai

cnzim (loffler. [980].
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Dhilihat dart letak pemecaban ikatan peptida, protease di bedakan menjadi
eksopeptidase dan endopeptidase, Fhsopeptidase menguraikan protein dart ujung
rantai sehingga dihasilkan satu asam amino dan sisa peprida. Pada tingkat lunjul,
enzim 1 akan menghasilkan scjumlah asam amino. Sedangkan  golongan
enilopeptidase menguraikan dkatin peptida pada bagian dalam rantai protein
sehingga dibasilkan peptida dan polipeptida. Oleh karema itu, kebanyakan
endopeptidase banya akan menghasitkan asam amino dalam jumlab erbutas
(Suhartong, 19492,

Prowase dapat dibedakan menjadi proleuse asam, protease netral dan
profease alkalis berdasarkan Linghungan pll-nya. Menomil Suhartono ef af, (1995)
berdasarkan sifat-sitat kimia sisi aktifira, envim prolease dibedakan menjadi 2 (1)
protease serin. enzim yang mempunyal residu serin pada sisi aktifoya; (2) protease
sulfidril, enzim yang aktifitas: va lergantung dar adanya gugus sulfideil pada sisi
akbilnya, serla sensifilasnya menunjukan pemotongan pada sist karboksil asam
amino basa; {3) protease lopam, endm vang aktivitasnya tergantung pada metal
vang lerkait pada molckul proteinnya misalnva: My, Zin, Fe, Cad, Ni dan Cu, scrta

(3} protease asun, enzim yvang mempunya pH oplimal di antara 2-4.

1.4 Ekstraksi Enzim Protcase

Ekstraksi enzim bertujuan untuk memisahkan enzim dar jaringan tempat
asalnya. Kebanvakan enzim tampak jelas menunjukkan aktivitasnva bila dalam
keadaan sudah disolasi dan dimumnikan. Prosedur ekstraksi terganiung pada tipe
prganisme sebopa sumber engimnya, Sumber enzim dari jaringan hewan harus
dickstraksi sesegera mungkin setelah hewan mati dan tetap di japa pada suhu
dingmm untuk mencegah  autolisis.  Bkstraksi enam intrascluler  dari
mikroorgansme memerlukan cara-cara khusus, karena sel-selonya sulit di pecah

{Palmer, 19913
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I'ada tanaman, ekstraksi protease tergantung letak enzim dalam jaringanya.
Eneim-cnzim yang  tergolong  ekstraseluler.  ckstraksi  dilakukan  dengan
memisahkan  sel-sel melalui senuifupasi cairan yang  mengandung  eneim,
kemudian dimumikan lebih lanjut. Lneim ekstraseluler jupn sering dickstraksi
dengan cara penvadapan, misalnys papain dan fisin. Apabily enzim vang akan
dickstraksi terletnk i dilam tcl (inwaseluler), langkah pertama yvang dilakukan
adaluh memecah dinding sel atan membran sel dan kemwdian mengekstraknya
(Whitaker, 1994},

Ekstraksi enzim dilakukan pada subu rendab (kurang  lebih 4°C),
mengingat encim sering tidak stabil pada suhu vang lebih tingpi. Karena protein
enzim mudah mengalami denaturusi pads suhy vang tinggi. Denaturasi pada
cnzim dapal merubah struktur peotein sehingga dapat mengparpou skiivitas
kitalitiknya (Harper, ef ol 1980}, Sclaim it suhu dingin vang mendekari (°C
dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme (Whitaker, 1994),

Kondisi ekstraksi harus dijaga pada kisaran pll wenentu, dan dijapa agur
kandisi subu rendah pada setiap tahapnya, oleh karena ity buller diperlukan di
dalam cairan pengekstrak (Palmer, 1991), Whitaker (1994) menyalakan bahwa
chstraksi enzim intraseluler dan jaringan tanaman barus ditambahkan bulTer untuk
menjagy pH disekitar netrul. BulTer ini diperlukan untuk melindungi enzim «ari
pengaruh asam vang dilepaskan eleh sel-sel selama ckstraksi,

Bthanel dan aseton merupakan pelarut orpantk yang paling banvak
digunakan untuk ekstraksi enzim (Schwimmer, 19811, Penambahan peslarut
organik ke dalum larulan protein akan menpurangi kelarutan protein dalan air
dengan cara menurunkan konstanta dieletrik medium, sehingga inleraksi antara
milekul protein lebih tinggi duripada interaksi protein dengan air. Kondisi ini
terus bertahan sampai mencapai ttik terenty dimana protein  mengendap
(Wiseman, 1985). Selain itu ekstraksi enzim prolesse juga dapat diluhukan dengan

cara mengendapkan protein eneim.
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Caram amonium sulfar sering dizunakan untuk salting-oul protein. Karena
memiliki kelanitan vang finggd, tidak beracun untuk kebanvakan enzim dan
mampi menstabilkan epzim (Fox, 1991). Penggunaan amonium sullal pada
pemurnian enzim telah dilaporkan aleh beberapa peneliti antara lain @ Noda,
Kavonagi and kKamiva (1994) menggunakan amonium sulfal dengan kejenuhan
509 unluk pemurnian enzim dar buah melon. Abe er gl (1997) menggunakan
amonium sulfat kejenuban 30-60% vnluk mengeksirak dan memurmikan onzosin
dari bhiji padi. Tavasolian and Shabbabh (1979 mengendapkan enzim dan b
Coartamus tinctoriuy dengan amonium sullal kejenuhan 30%,

Malisis adalah salah satu cara dalam pemumian protein.  Menomt
Lehninger (1982) pada dialisis larutan protein ditahan dalam kantuny selolan vang
bersifat semi permeable. Jika kantung terscbut dimasukan dalam medium maka
molckul-molekul keeil dalam kantung seperti param, glukosa, ion logam akan
keluar melewati membran secara difusi. letapi molekul besar sepert protein akan
tertahan dalam kantungz. Dengan mengganti medivm diluar kantung beberapy kali,
konsentrasi melekul kecil dalam loruan protein dapat diturunkan sampai ke
jumlah vang amaf kecil.

Pada akhir proses chkstruksi dilakukan pengenngan unluk meningkatkan
daya simpan enzim. Untuk preduksi papain. getah pepaya biasanya dikeningkan
secara tradisional denpan sinar matahari atau dengan oven vakum. Getah pepaya
vang dikeringkan dengan mengpenakan oven vakum mempunyai dayys simpun 20
bulan denpan akilivitas protease vang cukup tinggzi (Subartono, 1992 Menurut
Baga (1998) pengeringan beku (frecze drying) dan penperingan semprot {spray

drying) dapat menghasilkan papain denpgan kualitos vang lebib hank.

2.5 Ekstraksi Enzim Protease Tanaman Biduri

Enzim protease bidun sama seperli balnyy enzim papain yang menuru
Subartone  (1992)  terpolong  enzim  ekstraseluler. Bedanya enzim  papain
bersumber dan pelah tanaman pepuva bmk vang berufa G daon, batang mawpon
buahnys sedangkan enzim  prolease hidur diekstrak dari tanaman  bidur

(Colorropis eieantea). Witono (20007 melaporkan bahwa untuk  mengisolas
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enzim protease getsh bidur dengan memotong lmaman biduri pada bagian atas
(pucuknya), getahnya ditampung, disimpan atau dibaws dalam kondisi dingin (£
4°CY Mali (2002) menambshkan  bahwa  hagian velsh  tanaman  biduri
menghasilkan enzim protease vang terlinggi jika dibandingkan dengan <wm dan
hatang tanaman biduri,

mecard umum metode ckstraksi enzim protease dari tanaman bidus lidak
berbeda dengan encim lain yang berasal dari tanaman. Beberapa (whap vang
dilakukan  dalam  ckstraksi  enzim  antara lain  penvadapan, PENYAriNEAD,
pengenceran, ekstraksi, sentrifugasi, dialisis, dan pengeringan.

Proses ehsiraksi enzim i awali dengan penyadapan getah darl tanaman
biduri dengan cara melukai atan memotong jung batang tunaman. Getah yang
menetes ditampung dalam wadab dan di simpan pada kendisi dingin. Penyadapan
getah wang baik di lakukan pads pagi har schelum matshan teebit, kurens
aktivilas transpirasi pada tumbuhan masih rendah, Tranapirasi pada tanaman
biduri dapat mempengaruhi kandungan sir dalam bulang, sehingga berpenparuh
terhadap kepekatan getah, Menurul Kimball (1994) laju transpirasi dipengaruhi
oleh suhu dimana tanaman lebih cepal bertranspirasi pada suhu yanp linggi.
Tingginya laju transpirasi pada siang hari menyehabkan petah menjadi pekat dan
sulit di sadap. Menurut Suharene (1992) penvadapan gelah pepaya vang
dilakukan pada pukul 0500 sampai 08.00 mampu menghasilkan lateks dalam
Jumlah dan kualitas yang optimal,

Penyaringun dilakukan pada getal bidur ditujukan uniuk memisahkan
koteran-kotoran seperti serangga. ranting-ranling kecil atau pelongan daun vang
mungkin lerbawa saat penyadapan, Pengenceran dengan bulfer phospat plil netral
dimaksudkan untuk menurunkan kepekatan (st Selain i jusa unluk
memperiahankan kestabilan enzim dar pengamuh perubahan lingkunpan.

Enzim protease tanaman biduri dapat di eksiraksi dengan mengeunakan
pelarut organik seperti alkoha!, diclil eter dan wseton. Nafi (2007) melaporkan
bahwa cksiraksi mengpunakan cthanol dengan konsentrasi perbandingan sampel
dun pelarat 1:3 menghasilkan rendemen schesar 0.502%, akdvitas sebesar 0,080

unit’mg enxim, dan total aktivitas sebesar 1.91.10% ymit enzim/g hahan.
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Ekstraksi enzim protease juga dapat dilakukan dengan cars pengendapan
profein enzim (salting-out), Garam amonium sulfat sering Ji punakan dalam
salting-out  protein,  Pepambohan  garam dalam larutan protein dapat
mempengaruhi kelaruian prowin. Salting-in terjadi apahila konscntrasi CArAm
vang di tambahkan relatif rendah. scbaliknya ukan terjadi saliing-out jika
konsentrasi garam yang ditambabkan relatif tinggl (Copeland, 1994). Dalam
larutan protein garam akan menpulami ionisasi kareng imteraksinya dengan
molekul air. Menurut Tropp (1997} pada salting-in ion-ion garam berikatan
dengan residu asam amino dari molekul protein, Tetapi dalam konsentrasi vany
tinggi fon-ion garam akan berikatan dengan molekul air schinapa menurunkan
interaksi molekul protein dengan pelarut (salting-out),

Ikstraksi cozim prolease yang menppunakan param amaeninm sulfac barus
difakukan dialisis umuk memisahkan ion-ion garam dari prolein enzim yang
mengendap  bersamu-sama Ketiha  salting-out.  Kantung  dialisis  bersifar
semipermeabel vaite tdak hisa dilewat molekul dengan bernt lebih 12000
14,000 yang dilakukan dalam suatu medivm (air destilat) (Suhartone, 19973
Menurut Chang (1981) dialisis dapal dilakukan dalam mediom buller phospat pl
relral,

Pengenngan pada enzim dapat meningkakan daya simpan. Menurut Nafi
(2002) pengeringan ensim protesac dar tanaman biduri dapat di lakukan dengan
Ireeze drving seluma 24 jam dupal menjagz kestabilan enzint dari pengzaruh
dennturasi, Freeze dryving adalah sistem penperingan bekou vang menggunakan
udara vakum berlekanan rendah untuk mengeluarkan air yang terkandumnyg dalam
bahan yang telah beku. Pengeringan tidak dilakukan dengan pemanasan, sehingga

sangat efektil uniuk mengeringkan buhan-bahan protein seperti enzim prolease.
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2.6 Akovitas Fazim Protease

Beecepatan reaksi subsirat yang dikaralisis ensim dapat ditentukan secara
kuantitatif, yang dinvatakan sebapai aklivilas enzim.  Aktivitas enzim i
ditentukan berdasarkan  kecepatan  penguraian substral  munpun keeepatan
pembentukan produk. Aktivits enzim diovatakan dalam pmel substrn Wil
terurai atau produk yang terbentuk pada satuan wakiu tertentu (Robvt and White,
1987).

Pengujian aktivitas enzim dilukukan dengan inkubusi pada subu terlentu,
beberapa subu pengujian enzim menpggumkn suhu 37°C, namun belum ada
standar subu pengujian vanp spesifik. Oleh karena i subu penouiian vang
dipergunakan harus di sebutkan dalam kasus-kasus pengujian aktiviess enzim
{Palmer, 1991}, Heberapa penclitian vang mengounakan sulue inkubasi 37°C
antara lain penpujian aktivitas protease vang di isolasi dur udang (liang e al,
1991), protease buah melon (Noda, Kovanagi and Kamiya, 1994) dan profease
dari biji padi (Abe ot al, 1997).

Pengupan aktivitas protease dapat dilakukan dengan menganalisa hasil
hidrolisis enzim protease pada substrat dengan metode lowry. Menurut Aprivanto
dkk (1989) prinsip metode lowry adalah reaksi antar C‘1|2'dr11gm1 tkatan peptida
dan reaksi azam fosmolibdat dan asam fosforungstat oleh tirosin dan triptofan
(merupakan residu proteing akan menghasilkan warna bire. Warna vang terbentuk
dalam larutan terutama dari hasil reduksi fosmolibdat dan fosfolungstat. Oleh
karena itu warna vang terbentuk tergantung pada kadar tiresin dan triptofan dalam
protein. Metode Lowry mempunyai keuntengan 100x lebih sensitit’ dan metode

biuret.
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L METODRDOLOGI PENELITIAN

3.1 Bahan dan Alat Pencelitian
311 Bahun

Bahan baku yang digunakan dalam peneliti i ind adalab cetah dar pucuk
batang tanaman biduri {Caloropis gigantea) yang di dapal dar pantai Waru Lo
kecumatan Ambulu kobupaten Jember. Bahan kimia vang digunakan adalah
amonium sulfal, buffer phospat pll 7 (Na;HPO, dan NaHPOs 0,03 M), tirosin
standar, BSA standart. soluble casein, larutan NaOIT 2N, larutan TCA 15% reagen

mix-lowry {MuaCOy, asam tartat dun CuS0, 190, reapen follin dan aguadest.

3.1.2 Alar

Alat-ala yany digunakan dalam penelitian ini melipul - Sizma dialysis
tubing dan penjepitnya, centrifuge Medifriger dan tabungnya, centriluge Yenaco
model YC-1180 din tabungnya, treese drviog snijder Seientific tpe 2040
(Belanda), speetronic 210 Mellon Roy dan kuvetnva, pll meler Jen Way tipe
3320 (Jerman), magnetik stirer Smar Scientific dan balu stirernya, vortex
Thermolyne tvpe 16700 Mixer, lemari pendingin, waterbath G 1083, neraca
analitik Ohaus, pemanas lisiik Gerharde, spatula, pisau stainless steel, beaker
elass 100 ml dan 1000 mi, labu ukar 30 ml, botol film dan alat-alat lain vang

terkoit.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ind dilaksanakan di Labosatorium Pengendalian Mty Divisi
himma dan Biokimia Hasil Pertanian Jurusan Teknelopi Hasil Pertanian Fakultos

Teknolopt Pertunian Universitas Jember, mulai bulan April — Agustus 2004,
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3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Cara Menjalankan 'enelitian
a. Filtrat Getah

Filtral setah diparaleh dat geah tnnaman bidun yang telah dihilangkan
gum-nya. Getah bidun diencerkan dengan larutan buflfer phospat 0,05 M pH - 7
dengan perbandingan 1 gram getah biduri @ 3 ml larutan buffer phospat
Penpenceran ni dimaksudkan untuk menurunkan kepekatan filveat. Selain itu
larutan buffer phospal juga dapat mencepah perubahan pH secara ekistram vang
dapat menvebabkan denaturasi protein. Permsahan gum pada potah dilakukan

dengan sentrifugast dingn pada subu 407 Selanjutoya filtrat getah di pisahkan
dari endapannya vang scbhagian bessr mengandung gum dan komponen selan
protedn.
h. Crude Protease

Fxstrakst enam protesse dilakukan ursuk memisahkan molekol protein
dan  larutan supernatan protease  denpan  garam  amonium sulfat. Tinghat
kejenuhan amonium sulfat vang digunskan adalab 35% ; 50% ; 65%; dan 80%.
CGuram amonmium sulfal ditambahkan dafam bentuk padatan supaya volume larutan
tidak menjadi lelnh besar. Pemisahan protein dalam supernatan proteasc dapat di
pereepat dengan sentrnfugas dingim pada suhu i 4 Supernulan dan endapan vang
diperoleh dan senmfugasi di dialisis dengan larutan buffer phospat 005 M pH=7
selama 3 har, Dhalisis dilakukan untuk mermsahkan protem enzim dan won garam,
1on logam dan molekul-molckul keotl, sehingaea dapat memumikan protein enzim
Filtrat dialisis sclanjutnva dikeringkan dengan froeze drvine untuk mendapatkan

enzim kering {erude enzim ) vang memiliki stabibitas ung.
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3.3.2 Rancangan Penelitian

Penelitan ind dilakukan dengan mengekstrak getah tanaman bidun dengan
4 perlabuan perbedaan konsentrast amonium sulfat dengan penpulangan scbanyak
t kali. Hasil pengamatan i analisis secara deskriphil (Suryabrata, 1994), Ketiga
perlakuan masing-masing adalab ;

E, - ekstraksi pada tingkat kejenuhan 35% amonium sulfat

2 = ekstraksi pada tingkal kejenuhan 30% amonium sullat

by = ckstraksi dengan tingkar kejenuhan 63% smonium sulfat

Ei= ekstruksi dengan tingkat kejenvhan B0% amonium sulfat

lingkat kejenuhan larutun dapat dicapai dengan menambahkan sejumlah garam
amoniumn sulfar (gram) seperti terlihal pada Lampiran 1. Adapun diagram alir

pelaksanaan penelitian sehapgaimana tertera pada Gambar 2.

A4 Parameler Pesgamatan
Puramater yang diamati pada penelitian ini adalah :
a. Rendemen {pravimetri).
v, Kadar protein imetode lowry ).
¢, Aklivitas {pengujian aktivitas prolesse dan metode lowry).
d. Total aktivitas

e Aktivitas spesifik.
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3 p getah bidun © 20 ml buller phospat pl1- 7
slrimy
suhu 4°C selpma 15 memit

sentrilugns
suhu 4", B300 rpm. selama 1O mennt
1

Endﬂpal?rdug*nmlukunj

Filtrat Getah  anzbsis  kadar protein
¢ aktivitas profegse

penambalian amoniun sol G

{35%0, 30%; 6.5% 80y

X
slirengs

suhu 4°C Eulilﬂﬂ 13 memil

santrilupes
sithu 4°C, 8500 rpm, selama 10 menit

.‘-h-.p:.:rn,il.mn Endapan

| vV

dialisis
bufer phospat ph=7, suhu 4°C_ selama 3 han

pembakuan
5-;:]11|1'|12-1 Jaim

pengerinean heku

gefarma S hard

Crude Protease - analisis : repdemen
femzim keringpl kadar protzin
aktivilas prolease

Gambar 2. Diagram Alir Penelinun Ckstraksi Enzim Protease dari Tanaman
Ficlur dengan Amonium Sulfar
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3.5 Prosedur Analisis
3.5.1 Rendemen

Fengamartan rendemen dilukukan dengan menimbang crude protease kering
kemudian dibandingkan dengan berar sampel dikalikan 100%, Penghilungan

rendeman dapal mengpunakan rumus scbapai berikur:

A
T Bendemen = B w 104

keteranpgan Az berat eksirak crude protease (gram)

B: berat petah (gram)

3.5.2 Kadar Protein (Metode Lowry, Walker., 1994)

Pengamatan kadar protein ensim protease dilakukan menggunakan metodde
lowry (Walker. 1994). Pengamatan dilakukan dengan mengambil sumpe] schesar
0,125 ml untuk filoar getah atau 0,001 gram sampel crude protease. Kemndian
dilakukan hidrolisis protein untuk mendapatkan protein terlarut menggur akan
G100 ml MaOH 2N puda subu 1007 C selama 10 menit lalu didingink an dengan
air dingin. Protein derlarut vang dihasilkan lale direaksikan dengan 2 ml reapen
mix-lowry dan didiamkan selama 10 menil. Menambahkan 025 ml reapen follin
dan dibiarkan selama 30 menit. Tera dengan aquadest sampai volume 5 ml
lkemudian haca sbsorbannya denpan spekwometer pads panjang gelombang 7500
nm. Dhla absorbansi diplotkan pada kurva standar BSA unuk dihitong kadar

proteinnya.
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353 Pengujian Aktivitas Protease (Lecwit and Purnsuksawanz, 195800 dan
Metode Lowry (Walker, 1994

Pengujian skiivitas ensm protease menpgunakan substral soluble cascin
pada pH optinal, dilakukan dengan menimbang 007 pr soluble casein dalam
tabung sentrifuse lalu dicampur dengan 3 ml buffer phospat pl 7. Pada suhu 37'C
kemudian dilakukan pra inkubasi selama 4 menit. Menambuahkan sampel scbesar
0,250 ml untuk tilual getah atau ©005 gr untuk sampel erude protease ke dulum
cumpurar, kemudian dilakukan inkubasi pada subu 37°C selama 20 menit. Padg
akhir inkubasi reaksi hidrolisis dibentikan dengan larutan TCA  15% vang
ditambahkan sebanyak | ml. Sebagai kontrol tiduk dilakukan inkubasi dan reaksi
hidrolisis dilakukan pada waktu 0 memi, dimana penambahan laruan TCA 15%
dilakukan sebelum penambshan supernatan protease. Sentrifuse pada kecepalun
1000 rpm selama 14 menit. Filtrat vang diperoleh diambil | m) lalu di tambaikan
2.3 ml mix- lowry dan dibiarkan 10 mamit. Menambahkan 0,250 m] reagen follin
dan dibjarkan selama 30 memt, Tera dengan aguadest sampai volume § ml dan
bava absorbannya dengan spektromerer pada manjany gelombang 750 nm. Dalg
absorbanst  diplotkan  pada  kurva standar tiresin untuk dihitung  aktivitas
Indrolisisnya.

Aktivitas protease dinvatakan dalam unit aktivitas, diunana At unil berart
penimgkatan konsentrast protemn terlarut sejumlsh satu pmol pada seliap menit
waktu inkubasi. Aktivitas spesifik enzim dinyatakan dalam unit aktivitas peT
muligram protein enzim, Perhitungan aktivilus spesifik ¢nzim dapal mengeunakan
rumus sebagal berikut;

1 unin aktivitas = lTl

ku:l-,:ran_s_:_nn [".J kematkan Konsenirasi [rrotEm lerlarut NTRR! |1'r|_-.5|']-|;.

towaktoo hidralisis (memr:

sureed = pmed fraso vang of bebaskan dari subsivar ofeh YOTECyT e eNizinn P
s 37T par mendt,
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Tota] aktivitus dinvatakan sehagai jumlah il aklivilus cngim yaneg

terdapat dalam twotal herl sampet.

: Gerar Crade Profease ;
Toterd Aktfviters = Akiivitay » §ouee )
feral Samped

Aktvitns spesifik dinvalukan sehagay (olal akuvitas proteuse per 1 eram

lofal proleinnya,

S e, Vel Akrivitas o i)
F PSS -~ s r A un1|;1‘r1y_ rogaIn
PETy Total Praoteln P

Gergl Crude Enzim

Total Protein = my protein (BS54 =
ferel Samped
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V. KESIMPULAN IPAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Merdosarkan hasil penelitian dapat diambil kesimpulan babwa tingkal
kejenuhan amonium suifat optimal untuk cksiraksi enzim protease dan lanaman
biduri sebesar 63%. Crude protease endapan yang dihasilkan memiliki rendemen
sehesar 3,4%, kadar protein 1,6%, aktivitas 1,5 E+04 unit, total aktivitas 6.7 E+05

unit dan akiivitas spesifik.
5.1 Baran

Perlu dilakukun purifikasi lebih lanjul untuk meningkitkan kemumian

enzim tanaman biduri.

i
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Lampiran 1. Pembuatan Reagensia { Darwis dan Sukara, 1990; Sudarmadji
dkk, 1991)

1. Pembuatan stok larutan standar
a. Tirosin standart
I mg trosin dilanutkan dalam & m] HCL 4.1 N, selelah tirosin
larut di encerkan denpan aquades sampai volumenya 18 ml.
b, DBowvine Serume Albumon (I5AS
30 mg Bovine Serum Albumin (BSA) di larutkan dengan aquades

sampai volumenva 10 ml,

2, Pembutan bulTer plaska
a. MNaltal"Cy 0,05 M
Menimbang 6,8995 gram NaH-PO: dilarutkan sampai 1 liter
aguinles,
b, NaHPOy 0.05 M
Menimbang 17907 gram NagHIPOy dilaratkan sampai 1 lier

aguacdes.

L

Penentuan tnegkat kejenuhan amonium salfat
Berdasarkun lubel kejenuhan amonium suliat, Gingkal kejenuhan [00%
pada | liter larutan sampel dicapsl dengan penambahan 767 pram garam
amonium sulfat, sehingza untuk mencapai :
a. Tinghat kejenchan 353%, diperiukan 209 gram amonium sul lal per
| liter farutan.
k. Tingkat kejenubhan 50%.. diperlukan 331 gram amonivim sulfat per
| liter farutan,
e Tingkat kejenuhan 653%, diperlukan 430 gram amonivm sullal per
[ liter larutan,
d. Tingkat kejenuhan 80%, diperlukan 561 gram amonium sulfat per

| Liter larutan,

A}
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Tabel Kejenuhan Amoniwm Sulfat,

B ajenunan F-.m-::ﬂurn Suliz t i ﬁ;j

10[20 25[30!3 E-l"5|4L. 455085 mo|es 7o vs[eo0]ec 100
qram Amanium Sulfat liter ‘arutan
10 (58| 114114176 196(2 129|245 277[313 351 390[430 472 516|561 | 662 Va7
20 a7 | 86 (118 1371301831216 491 288|326) 365 406 (4449454 592 694

25 78|58 78|91 12a[155(188 225(262|300 3403682424 520619
a0 30 | 43 | 6193 [125158 193|230/267|307 348 360 485(563
33 19 30| 62 | 54 127[152]|188 235|273(314 356 449546
35 12 | 43 | 74 107|142|177 214|252|252 333 426|522
47 . | [31 63| 94 129/164/200|238/278319|411[506

Kejenunan Amanium Sulfat (3]

45 , 3183 | 97 132[168|205 245(285|375| 465
50 | 32 | 65 99 134/171 210)250|338 431
55 | | 33 66 (101137 176[214[302 392
By 1t 33| s7 103]141[179|264 353
65 _ , 24 69 [105[143]227 314
L | i | 3470107 190275
e 35| 72 153(237)
B0 f | 36 115[1858)
a0 | L4 | 17 |157
100 | | Tl

Pembuatan larutan TCA 15% (")
Menimbang 15 gram 16 klore asetat (TCA) dilaruthan dengan aguades

samipal volume 108 ml

Pembuatan reagen mix-lowry
Menimbung 2 gram Ma:C0s dilarutkan dalam 1000 ml aquades. scielah

larut di tambahkan | ml Cos0 190 dan 1 mi Mo K Tariar 2 .

Pembuatan reagen follin

Melarutkan 25 ml follin dalam aquades sampai velume 100 mi.

Pembuatan NalH 2 ™

Melarutkan ¥ pram NaOH dalam squades sampai volume 100 ml.
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b e
&, Pombuatan HCIO1 N
Membuar [ICT 0,1 N dari Tarutan stok HC 37% adulah sehapai bertkur :
Diketahui BM HOD - 36,5 pimal ; Bl = 1,187 x 119 2 maka berat HE
dadan 1 Titer farutin 037 x L1E7 x 10" = 39 10 AL maka mekiritas

HCL herat HCHBM HCL x T Hirer) = 43919 7 36.5 12003 M
Untuk membuatr 100 ml HCL 0,1 N dari HCL 37%, diperlukan larutan HE'|
sebanyvuk -
Vi.M =Va. M
Wy o 12,003 00 x 0.1
Y = (L3 ml

HCT 37% scbanyak 083 ml dipindabkan ke dalam lsbu ukur 100 ml

kemudian di tera sampai tanda batas,

. Preparasi kanlung dialisis (membran selulosa)
Kantung dialisis sepanjung 20 - 30 em direndam pada air yang mengalir
selama 4 jam. Selanjutnya direndam pada sodium sulfat 3% pada suhu
il

[ 1 - i ok N r . -
BOTC selama 1 menit dan air punas | sub GOMCY selama 2 menit, Setelah
B

direndam dengan Ha801, 0,2% kantung dialisis di cuei den g alf panas
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Lampiran 2. Data dan Korva BSA Standart

[ mikraliter Absorbansi mg protein

| 5 0,070 | 0.025 \
25 0,264 : 0,125

[ & 0,554 0,250
75 ' R 0,375

- B8 0,823 0425
100 0,944 o500
180 123 8.7500

Kurva BSA Standart

1 | L

E |

2 .

2 L y = 0,6046x - 00469 -

; R? = 0,8832

E

- 0.5

14}

1113

[ =3

ey

=

=]

@ 0.25

=

Q

x |
] s |

G 0.25 0,5 0,75 1 125 1,5
Absorbansi |
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Lampiran 3. Data dan Kurva Tirosin Standart

Konsentrasi (mg Tirosin)

mikroliter Absorbansi mg tirosin
' t 5 0.028 00015
2 0035 0,002
5 0,061 0.005
iy 10 0.120 _ 0,010
25 3 0,260 0025 =i
35 0,350 . 0,035
Al 0471 | 0 0h0
G5 0,575 0 065
B5 0E62 0,083
100 0,A46 0,100
1 125 0 525 0,125
35 | .28 0,135
185 1 450 0.155
Kurva standart Tirosin
0,018
0016 ‘
L]
0014 y=0.1185x - 0.001%
"= (09613
Gt R =098
0.1
0a0a
0,005 |
0,60
aanZ
g | i st

c.6 (1R 1

Abhsorbansi
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Lampiran 4. Duta Hasil Pengamatan Hendemen (%4)

Crude Protease _ =
Sampel | U-'@'I?IQE‘" L[| dumiash Rata-ram | STDEV
Sugarmatan i b
350 15675 (5900 [4726] 16200 [ 5400 0.607
50%, 5075 | 4.295 | 4000 | 14200 | 4.733 0449
5% 4650 [ 3026|4225 118900 [ 3967 0843
B0 4850 | 3242 | a750 ! 12042 | 4.314 0.843
Endapan
35% 1.650 | 3.025  3.850 8525 2 842 5111
B0%: 4325 (4025 4475 13725 | 4575 0.312
85% 5475 | 5425 5200 16.100 5 367 0146
| BO% 5.050 | B.ETS 5425 | 6150 5583 0316
Lampiran 5. Data Hasil Penpamatan Kadar Protein (%)
Filtrat Getah v y
Sampel—— ”'E:‘Iga“‘ = Jurilah | Rataraa = STDEV
1 1]
35% | 2134 2.066 1584 | 6.185 2.062 0.075
0% | 2.100 | 2207 | 2.50 R T TR
65% | 2129 | 2062 | 2110 5.301 2.100 0.035
BOS%: 2262 Z17E | 2162 B.832 2211 0.045
Crude Protease
Sampel | ""‘3""'95" ||| dumish | Rata-rata | STDEV
Superalan
35% | 21.006 | 18,527 | 13.690 | 63222 | 17.741 | 8721
5%, 15,504 [ 14.113 | 12722 | 42338 [ 14113 [ 1384
85% B.ESH | 11.876 | 1.114 | 19.848 | 6816 | 5385
20% 2384 | 0.000 | 1961 | 4344 1.448 | 1272
Endapan | —
159 0328 | 7482 | 2202 | gg993 3.331 3659
BO% 14718 | 5225 | 8770 | 25713 8,571 5,330
5% | 30.446 | 28.200 [ 21308 | BEG54 | 26651 | 9158
BO% |41_3.EE? 28,321 [ 25 583 | 100 441 a3 4a0 5737

rd
A
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Lampiran 4. Data Hasil Penpamatan Rendemen (%)

Crude Protease
Hampel | Ulangan m Jumian | Rats-reta | STOEWY
Supernatan '

_ 35% 5575 | 5900 4.725 | 16200 | 5400 0607
5% 5075 | 4225 4800 14200 | 4.733 0.449
5% 4650 | 3.025 4225 11.900 | 3967 0843
HO% 4850 | 3342 4750 12047 | 4314 0,843

Endapan
5% 1650 | 3.025 | 3.850 | .B.525 2842 A1
50% 4.325 | 4.925 | 4475 13.725 | 4.575 0.312
55% 6475 | 5425 | 5200 | 46100 | 5.387 0146
£0% 5.050 | 5.675 | 5425 | 16.150 5.383 0.315
Lampiran 5. Data Hasil Pengamatan Kadar Protein (%)
Filtrat Getah
Sampel— ”'E'I’} 2L T Jumish | Ratarata | STDEV
1

35% | 2134 | 2068 | 1.084 6185 2062 | 0075 |

| 50% | 2100 | 2207 | 2.508 5811 2271 0.211

B5% | 2120 | 2062 | 2110 | &.301 2.100 0.035

50% | 2262 | 2178 | 2192 | @63z 2211 1045 |

= A Crude Protease 4 ik

Llangan
Sampel - E umilz - ‘ T
ampe : ] m —Iilll Jumlah | Reta-rate | STDEY

Suparnatan A
35% 21.006 | 18.527 | 13.690 | 63222 | 17.741 | 3.721
50% 15.504 | 14,113 |12.722| 42.338 | 14112 | 1391 |
§5% 6858 [11.876| 1114 | 19848 | 6616 | 5.385

_ B0% 2.384 | 0.000 | 1951 | 4.344 1448 1.272

Ervdagan __ .
35% 0.328 | 7462 | 2202 | 93593 3,331 3.699
50% 14718 | 5295 | 6770 | 25713 [ 8571 | 65330
B5% 39446 28200 [ 21.308 AR 954 284657 H.156
B0, 43.557 | 26.321 [ 20.563 | 100.441 | 33480 | 8727
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Lampiran 6, Data Hasil Pengamatan Aktivitas (Lnit)

__Filrat Getah
Sampel I E-I:'qua“ ] m Jumlan | Rala-rata | S1T0EY
6% | 61216 | 93,542 | 68,089 | 2,23E+02| TAE+D1 | 1.TOEACT
50% 71,270 | 85652 | 75852 |2,33E+02| 7.BE+01 | 7,35E+(0 |
B5% 81,334 g2 77% | V5979 |2.50E+02| B,3E+01 | & SEE+UD
B0% 0480 | 67.707 | 72,268 |208E+02( 7.0E+01 | 2 31E+DD
Crude Protease
Sampel i Hargan ] Jumlan | Rata-ela | STOEV
Supematan 74
35% 11589.05] 13210,9%] 9573,82| 3437386 | 11E+04 | 1, 82E+03
50% 910381 79266| 7533,31| 24563,72 | B.2E+CT | BATE+OZ
6§5% | 353165 BBOG.YV| 3112,2) 1525062 | 5.1E+03 | 3,06E+03
80% 633081 202908| 198318] 1124808 | 3.YE+C3 | 2,28E+03
Endapan
J5% 2773| 156862 2687.48| 70101 | 2.3E+03 | 6GGE+O2
a0% 10097.81] 4881,99| 5833.77| 20823.67 | 6.9E+03 | 2, 7TE+Q3
G9% 20300, 46| 13838,84| 11824 49| 45563 79 __“!_,?EID& 4 A3E+03
] 14335 89| 18060 87| 16207 92| 48504 48 1.EE-:-Q_4 1,85E+03

| unit = { ymiol tiroyin yang dibebaskan dari

mg enzim pada suhm 3770 per menil.

Lampiran 7. Data Hasil Pengamatan Aktivitas Spesifik (L nit‘mg)

Aktivitas Spesifik {Unit/mg) L
Sampsal | I U!au::_qan T Jumlah | Rata-rata | STOEW
35% E707| O0530| E803a) 216542 | 72161 | 16867
0% G7.87 FrB3E B0.G24| 206026 | &68,675 B 5R2
B5% TH 388 0,01 F2,022) 238421 79474 G 382
BO% 61433 62185 65,853 189,571 | 63150 | 2422

i

yuhstrar soduble casein ofeh yetiap
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h i)

Aktivitas Spesifik (Unit/mg)
Sampel I | U:ETIHHH | m Jumlah Rata-rata | STDEV
Supernatan
358% 1105343 14261,62) 13585 75 359282 669 | 1.3E+04 [ 1 7IE+03
50% 11744 1 11233] 11842,52| 34519608 | 1.2E+04 | 32TE+02
G5 102049 57 14494._3-_-_1 : 17545 74| 42340 654 145+04 | 3 G4E+D3
B0% o] o] 20281.44] 202681436 | 6.86E+03 [1,17E+04
Endapan .
35% 16318,18| 4208,717| 2422202 44747820 | 1,5E+04 | 1,01E+04
0% 1372217} 1872375 20222 5| 52858414 | 1,8E+04 | 3 40E+03
B3 10292 84) 5814 G99| 110938 78] 31206282 | 1,0E+04 | B 49E+02Z
BO5 GhBZ &7 12747 12 114711 B4} 30741 610 | 1,0E+04 | 3, 24E+03

I unit = { wmol tirosin vang dibebaskan dari sihstray sofuble cavefn oleh sediap
: LY .
mgr enzim pada swhu 370 per menir,

Lampiran 8. Data Hasil Pengamatan Total Aktivitas (Linit)

Total Aktivitas {unit)

Liangan
| Il il
Ja%: SBU7 286 | 7483 276 | H447 085 | 1, 7BE+04| 5 BE+13| 1,36E+01
S0% 6701.622 | 6852 128 | 606R,155 | 1,86E+04| B.2E+03) 5 8BE~D2
B5% | 505558 | 742225 | 6078, 337 | 2,00E+04] & TE+03| 6 87E«(2
80% REG0 0A2 | 5416 541 | 5783,074 | 1,68E+04| 5 6E+03| 1 85E+02

o —— -

Jurslah | Rata-rata | STDEY

Sampel

Total Aktivitas (Unit |
Llangan
[ | I

| = Jumlak Hala-rata | STDEY

Sampsl

Sugemaltan =
36% RiB&1 B4 58G210,33] 426092, 3] 1533074,232] 5 1E-05] B 13E+04
S50% | 309614,84) 321819,81| 305652,3] 597286,936| 3 3E+05] 3,32E+04

B5% | 131377.45] 320171,71| 115773.8] 567323,097( 1.9E+05| 1,14E+05

S0%, 240570.89] TOE7D 875 77141, 74| 397383,608| 4.3E-05| 9,36E+04

Eﬁdﬂ.:'._i'i

a5% | 28603 605 200159,024] 35MM0BS 92533, 318| 3.1E+04| 8 .BOE+D2

50% 349387 62| 162252 92| 2018483 720458835 2 4E+05| B.60E+04

65% a89160.06| BOB1241 33| 517972.8) 2013214217 B,7E-06| 1,94E+05

BO% | B25044 81| 816500 19 456435,6] 2102580,959] 7 0E~06] 1,04E+05

1 unit = 7 gma! firosin pang dibebasban daet substeald soluble casein oleli setiap
. i Sedles
My eI _.'.?-!'-i'l.:l'lﬂ' Sl AL e B
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