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ABSTRAK

Kerang bambu (Solen spp) merupakan salah satu jenis mollusca dari family
Solenidae mempunyai nilai yang ekonomis. Kandungan zat gizi yang menonjol
pada kerang bambu adalah asam lemak. Selain itu kerang bambu juga merupakan
sumber protein hewani dengan kategori protein yang komplit, karena kandungan
asam amino esensialnya lengkap dan berperan sebagai antioksidan serta taurin
sehingga dapat dikembangkan baik dalam bidang pangan maupun farmasi. Enzim
dapat bekerja secara maksimal pada pH, waktu dan suhu optimum. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk menganalisis aktivitas dan mengarakteristik pH, waktu
dan suhu optimum yang dibutuhkan enzim protease dari kerang bambu serta
menentukan nilai aktivitas enzim protease pada pH, waktu dan suhu optimum.
Penentuan nilai aktivitas enzim diukur menggunakan Spektrofotometri UV/Vis
pada panjang gelombang 578 nm menggunakan pereaksi Follin Ciocalteu’s. Hasil
penelitian ini menunjukkan aktivitas enzim protease kerang bambu (Solen spp)
tertinggi yaitu pada kondisi optimum pH 9, waktu 5 menit dan pada suhu 60°C
dengan nilai aktivitas enzim protease sebesar 1,833 U/mL.

Kata Kunci : Solen spp, enzi
suhu Optimum, Spektrofote

»pH Optimum, waktu Optimum dan

Xi



ABSTRACT

Bamboo clams (Solen spp) are one type of mollusca from the Solenidae family
that has economic value. The prominent nutrient content in bamboo clams is fatty
acids. In addition, bamboo clams are also a source of animal protein with a
complete protein category, because they contain complete essential amino acids
and play a role as antioxidants and taurine so that they can be developed both in
the food and pharmaceutical fields. Enzymes can work optimally at optimum pH,
time and temperature. The purpose of this study was to analyze the activity and
characterize the optimum pH, time and temperature required by protease enzymes
from bamboo clams and determine the value of protease enzyme activity at the
optimum pH, time and temperature. Determination of enzyme activity value was
measured using UV/Vis spectrophotometry at a wavelength of 578 nm using
Follin Ciocalteu's reagent. The results of this study showed that the highest
protease enzyme activity of bamboo clams (Solen spp) was at the optimum
conditions of pH 9, time 5 minutes and at a temperature of 60°C with a protease
enzyme activity value of 1.833 U/mL.

Keywords: Solen spp, protgaSe enzyme, »eptimum pH, optimum time and
optimum temperature, U\/A/is spectrophotome
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Kerang bambu (Solen spp) merupakan salah satu jenis mollusca dari family

Solenidae mempunyai nilai yang ekonomis. Kerang bambu (Solen spp)
mempunyai bentuk pipih panjang mirip bambu sebesar jari tangan orang dewasa,
(Baron et al., 2004). Habitat Kerang bambu (Solen spp) terdapat pada daerah
pesisir pantai dengan substrat dasar berupa pasir yang sedikit berlumpur

(Ramadhan et al.,2017).

Kandungan zat gizi yang memdnjompada kerang bambu adalah asam lemak.

Selian itu kerang bambu | fGa merupakan sumbemprotein hewani dengan kategori
protein yang komplit, Karena kepdungan asam amino esensialnya lengkap dan
berperan sebagai antioksigan serta.r'taurinfyang diketahui memiliki potensi untuk
menurunkan kadar kolestro§ fikembangkan baik dalam bidang
pangan maupun farmasi (Kartika dan Yanuwiadi, 2015; Trisyani dan Yusan,
2020). Produk alami dari kerang dan gastropoda telah digunakan sebagai
antioksidan, anti bakteri, anti jamur, sitotoksik, antikanker, dan inhibitor enzim
(Tadesse et al., 2008; Defer et al., 2009; Zhou et al., 2011).

Beberapa hewan laut diketahui mengandung senyawa protein aktif.
Senyawa ini dikenal sebagai hemolisin, yang merupakan salah satu produk
metabolit sekunder (Russell, 1965; Hashimoto, 1979; Shiomi et al., 1986; Kamiya
et al., 1991). Demikian pula, hemolisin pada kerang bambu dapat dikembangkan

potensinya sebagai sitolisin, kandidat obat antitumor ataupun bahan untuk bidang

kajian biomedik sebagai penelitian lanjutan (Remy dan Fitje, 2013).

1



Enzim merupakan sekelompok protein yang mengatur dan menjalankan
perubahan-perubahan kimia dalam sistem biologi. Enzim dihasilkan oleh organ-
organ pada tanaman, hewan dan mikroorganisme yang secara Kkatalitik
menjalankan berbagai reaksi, seperti hidrolisis, oksidasi, reduksi, isomerasi, adisi,
transfer radikal, pemutusan rantai karbon (Sumardjo, 2009).

Enzim protease merupakan salah satu enzim yang diperlukan oleh semua
mahkluk hidup karena bersifat esensial dalam metabolisme protein. Enzim

protease merupakan salah satu enzim proteolik, selain enzim papain dan bromelin

(Soepandi dan Wardah, 2014). Protease adalah enzim golongan hidrolase yang

dan masa inkubasi (Beg et al., 2003). Setiap enzim memiliki pH optimum di mana
pada kondisi pH tersebut struktur tiga dimensinya paling efektif dalam mengikat
substrat. Apabila konsentrasi ion hidrogen berubah dari konsentrasi optimalnya,
maka strukturnya akan mengalami kerusakan dan aktivitas enzim akan hilang
pada akhirnya enzim menjadi tidak fungsional (Lehninger, 1998). Suhu berperan
penting dalam aktivasi dan inaktivasi enzim. Setiap enzim memiliki suhu optimal
untuk aktivitas enzim maksimum (Sayem et al., 2006). Ketika suhu dinaikkan
akan menyebabkan aktivitas enzim meningkat. Hal ini disebabkan oleh suhu yang

semakin tinggi akan meningkatkan energi kinetik, sehingga akan menambah



intensitas tumbukan antara substrat dan enzim. Tumbukan yang sering terjadi
akan mempermudah pembentukan kompleks enzim-substrat, sehingga produk
yang terbentuk semakin banyak (Adrio dan Demain, 2014). Masa inkubasi yang
sesuai akan menghasilkan produksi protease yang maksimum ditandai dengan
tingginya aktivitas enzim yang dihasilkan (Yuniati et al., 2015).

Berdasarkan latar belakang diatas dan minimnya penelitian mengenai
aktivitas enzim protease dari kerang bambu (Solen spp) sehingga penulis tertarik
untuk  melakukan  penelitian ~ dengan  judul “AKTIVITAS DAN
KARAKTERISTIK pH, WAKTU DAN SUHU OPTIMUM ENZIM PROTEASE

DARI KERANG BAMBU (Sole

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas miake identiff<asi masalah sebagai berikut:

1. Berapa pH, waktu da gdibutuhkan untuk aktivitas enzim
protease dari kerang bambu*
2. Berapa nilai aktivitas enzim protease pada kondisi pH, waktu dan suhu

optimum?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Untuk menganalisis pengaruh pH, waktu dan suhu optimum yang dibutuhkan
enzim protease pada kerang bambu.

2. Untuk nentukan nilai aktivitas enzim protease pada pH, waktu dan suhu

optimum.



1.4 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada

masyarakat mengenai aktivitas enzim protease kerang bambu pada suhu, waktu
dan pH optimum serta diharapkan juga dapat dimanfaatkan untuk pengembangan

penelitian berikutnya.

1.5 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret-Mei 2023 di Laboratorium
Farmasi Bahan Alam dan Laboratorium Instrumentasi, Program studi Farmasi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Al-Ghifari

Bandung.




BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Deskripsi Kerang Bambu (Solen spp)
2.1.1 Klasifikasi

Kerang bambu (Solen spp) merupakan salah satu jenis moluska yang
termasuk biota perairan non ikan dengan nilai ekonomis tinggi, kerang ini
biasanya ditemukan di perairan Sumenep, Pamekasan, Bangkalan, Surabaya,
Cirebon dan Jambi dengan ukuran yang berbeda karena dipengaruhi oleh faktor

lingkungan dan teknik penangkapan (Trisyani, 2018). Kerang bambu merupakan

salah satu jenis kerang yang memidiki kandungan asam amino esensial yang

berperan sebagai antioksjdén serta taurin. Vano diketahui memiliki potensi
menurunkan kadar kolesterol sehingga dapat dik bangkan baik dalam bidang

pangan maupun farmasi \(Kartika dkk, 2020). Klasifikasi kerang bambu (Solen

spp) menurut Tuaycharoen dan Matsukuma (200

Kingdom : Animalia
Filum : Mollusca
Sub filum : Conchifera
Kelas : Bivalvia
Ordo : Heterodonta
Sub ordo : Veneroida
Famili : Solenidae
Genus : Solen
Spesies : Solen spp.



2.1.2 Morfologi Kerang Bambu (Solen spp)

Bentuk menyerupai

>/D>3J ot
Warna coklat
dengan garis coklat
meyerupai buku-

buku bambu

Dua cangkang /

simetris

Gambar 2.1. Kerang Bambu (Solen spp)
(Nurjanah, 2013).

Habitat kerang pisau berupa pasir berlumpur dengan arus air laut yang

lemah. Seperti halnya razor clams yaag.lain, kelompok kecil ini bersembunyi atau

menggali secara vertikal pagda substrat berpasir tien sedikit keluar pada saat pasang
surut. Kerang bambu nyak-'ditemukan di sepahjang perairan pantai selatan
Pamekasan, Madura dendan biri pa@tai yang [aﬁda’ dan datar sehingga jika air laut
surut jarak air dengan garis pantal dapat men€apai 200-300 m (Nurjanah dkk,
2013).

Ukuran spesies kerang bambu (Solen spp) atau yang disebut juga kerang
pisau, mempunyai panjang hanya 2 atau 3 inchi (5-7,5 cm) pada pertumbuhan
maksimal. Kerang bambu atau kerang pisau berbentuk tipis, memanjang, dan
tutupnya terbuka satu sama lain. Permukaannya halus dan agak mengkilap,
berwarna coklat tua dengan kerutan konsentris sangat redup. Kerang bambu
mempunyai cangkang yang berwarna kecoklatan. Bagian cangkang agak putih
dilengkapi dengan garis-garis coklat, membuat biota ini sekilas mirip dengan bilah

bambu. Morfologi Kerang Bambu dapat dilihat pada Gambar 2.1, (Nurjanah,

2013).



2.1.3 Kandungan

Kerang-kerangan merupakan makanan laut sumber protein hewani dengan
kategori protein komplit, karena kadar asam amino esensialnya tinggi dan sekitar
85%-95% mudah dicerna tubuh. Selain itu, kerang-kerangan adalah makanan
sumber vitamin larut lemak dan air. Kerang-kerangan juga merupakan sumber
utama mineral yang dibutuhkan tubuh seperti iodium, besi, seng, selenium,
kalsium, fosfor, kalium, dan fluor (Andamari R 1991dan Rusyadi 2006).

Kandungan zat gizi yang menonjol pada kerang bambu adalah asam

lemak. Komoditas perikanan umumnya merupakan sumber asal lemak omega 3.

Kerang pisau juga mempunyai J4@hdasgan kolesterol. Kolesterol mempunyai

peran penting dalam tubu pabila berlebihan dapat menyebabkan penyumbatan

pembuluh arteri. Kerang juga terkenal dengan kandungan mineral (Nurjanah,

2013).
2.2 Enzim

2.2.1 Pengertian Enzim

Enzim adalah suatu senyawa kimia atau protein khusus yang berperan
sebagai katalisator suatu reaksi kimia di dalam tubuh makhluk hidup (Fitri, 2020).
Enzim berfungsi sebagai biokatalisator, yaitu mempercepat laju suatu reaksi kimia
tanpa ikut terlibat dalam reaksi tersebut. Maksudnya, enzim tidak ikut berubah
menjadi produk tetapi akan kembali ke bentuk asalnya setelah reaksi kimia
selesai. Enzim mengubah molekul substrat menjadi hasil reaksi (produk) yang
molekulnya berbeda dari substrat. Enzim merupakan katalisator (protein katalitik)
untuk reaksi-reaksi kimia di dalam sistem biologi. Sebagai katalis, enzim

memiliki ciri khas, yaitu bersifat tidak diubah oleh reaksi yang dikatalisnya, enzim



tidak mengubah kedudukan normal dari kesetimbangan kimia, meskipun enzim
mempercepat reaksi (Susanti, 2017).
2.2.2 Struktur Enzim (Fitri, 2020)
Keseluruhan bagian enzim disebut holoenzim. Enzim disusun oleh dua
komponen utama yaitu :
1. Gugus protein (Apoenzim), yaitu bagian dari enzim yang tersusun dari
molekul protein.
2. Gugus non protein, yaitu bagian dari enzim yang tersusun dari senyawa non

protein.

Gambar 2.2. Struktur Enzim
(Sumber : Fitri, 2020)

Enzim memiliki sisi aktif, yakni bagian atau tempat pada enzim yang
berfunsi sebagai tempat menempelnya substrat. Kerja enzim sangat spesifik
karena sisi aktif dari enzim sangat selektif terhadap bentuk kimia dari substrat
yang akan dikatalisis. Ikatan yang terbentuk antara enzim dengan subtrat bersifat
lemah sehingga reaksi dapat berlangsung bolak-balik. Substrat menempel pada
sisia aktif enzim dan akan menghasilkan produk baru. Komponen non protein atau

gugus prostetik memiliki sifat stabil pada suhu yang relatif tinggi dan tidak



berubah pada akhir reaksi. Gugus prostetik dibedakan menjadi kofaktor dan
koenzim. Kofaktor tersusun dari zat anorganik yang umumnya logam misalnya
Cu, Fe, Mn, Zn, Ca, K dan Co. Koenzim tersusun dari senyawa organik non
protein yang tidak melekat erat pada bagian protein enzim, misalnya vitamin,
Nikotinamid Adenin Dinukleutida (NAD), Nikotinamid Adenin Dinukleutida

Fosfat (NADP) dan Koenzim A.

2.2.3 Enzim Protease
Menurut Abirami et al (2011), protease adalah enzim yang melakukan

proteolisis yaitu katabolisme protein secara hidrolisis dari ikatan peptida yang

wouh antara lain membantu

Protease merupakan enzim yang sangat kompleks, mempunyai sifat
fisikokimia dan sifat-sifat katalitik yang sangat bervariasi. Enzim ini dihasilkan
secara ekstraseluler oleh mikroorganisme, serta mempunyai peranan yang penting
dalam metabolisme sel dan keteraturan proses dalam sel (Akhdiya, 2003)

Enzim protease dapat dihasilkan oleh tanaman, hewan dan mikroorganisme.
Enzim protease yang digunakan dalam bidang industri umumnya dihasilkan oleh
mikroorganisme. Penggunaan tumbuhan sebagai sumber protease dibatasi oleh
tersedianya tanah untuk penanaman dan kondisi yang cocok untuk pertumbuhan.

Disamping itu proses produksi protease dari tumbuhan sangat memakan waktu.
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Protease tumbuhan yang dikenal antara lain papain, bromelin, keratinase. Protease
hewan yang paling dikenal adalah tripsin, kimotripsin, pespsin dan renin. Enzim-
enzim ini dapat diperoleh dalam keadaan murni dalam jumlah besar (Susanti,
2002).

Enzim yang bekerja sebagai katalis dalam reaksi hidrolisis protein disebut
enzim proteolitik atau protease. Oleh karena yang dipecah adalah ikatan pada
rantai peptida, maka disebut juga peptidase (Poedjaji, 1994).

2.3 Faktor yang Memengaruhi Kerja Enzim

1. Temperatur

Pada suhu rendah reaksi kigai@

beilangsung lambat, sedangkan pada suhu

yang lebih tinggi reaksi De Ingsung lebih cepa

Karena enzim adalah protein,

maka kenaikan suhu dapat menyebabkan terjadigya proses denaturasi apabila
melebihi suhu optimumnya, maka'bagian-"'aktif enzim akan terganggu dan dengan
demikian konsentrasi efekiifienzim menjadi berkurang dan kecepatan reaksinya
pun akan menurun (Ischak dkk, 2017).

Suhu memainkan peranan penting dalam reaksi enzimatik. Ketika suhu
bertambah sampai mencapai suhu optimum, kecepatan reaksi enzimatik naik
karena energi kinetik bertambah. Bertambahnya energi kinetik akan mempercepat
gerak baik enzim maupun substrat. Hal ini akan memperbesar peluang enzim dan
subtrat untuk bereaksi. Peningkatan suhu melebihi suhu optimumnya
menyebabkan lemahnya ikatan di dalam enzim secara struktural (Pratiwi, 2008).

Pada suhu maksimum enzim akan terdenaturasi karena struktur protein terbuka

dan gugus non polar yang berada didalam molekul menjadi terbuka keluar,
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kelarutan protein di dalam air yang polar menjadi turun, sehingga aktivitas enzim

juga akan turun (Lehninger, 1997).

XN

0 suhu

Suhu optimum

Gambar 2.3 Hubungan Suhu dan Kecepatan Reaksi
(Sumber : Ischak dkk, 2017)

Titik 0 menunjukkan s , yaitu suhu yang menyebabkan

terjadinya reaksi kimia dengan kecepatan paling besar. Tiap enzim memiliki suhu
optimum tertentu (Ischak dkk, 20L7).

2. pH
Seperti protein pada fGmumnya, stru

r ion enzim tergantung pada pH
lingkungannya. Enzim dapat berbentuk ion positif, ion negatif atau ion bermuatan
ganda (zwitter ion). Dengan demikian perubahan pH lingkungan akan
berpengaruh terhadap efektifitas bagian aktif enzim dalam membentuk kompleks
enzim substrat (Ischak dkk, 2017).

Perubahan pH akan mempengaruhi kondisi ion-ion enzim selain kondisi
ion-ion substrat. Pada umumnya, aktivitas enzim akan optimum pada kisaran pH
5,0-9,0. Penjelasan bahwa pH sangat memengaruhi aktivitas dapat dijelaskan
sebagai berikut :

1) Pada pH yang sangat tinggi atau sangat rendah, enzim yang merupakan

protein akan mengalami denaturasi.
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2) pH yang sangat tinggi atau sangat rendah akan mempengaruhi perubahan
muatan dari asam amino penyusun molekul protein enzim.

3) Bila pH lingkungan berubah, maka dapat menyebabkan perubahan enzim di
daerah situs pengikatan substrat. Hal ini mengakibatkan adanya perubahan
struktur tiga dimensi enzim sehingga akan menghalangi pengikatan antara
substrat dan enzim (Puspitaningrum, 2016).

pH rendah atau pH tinggi dapat pula menyebabkan terjadinya proses
denaturasi dan hal ini akan menyebabkan menurunnya aktivitas enzim. Gambar

2.4. menunjukkan hubungan antara aktivitas enzim dengan pH. Dari bentuk kurva

pada gambar tersebut, ada entu atau daerah pH yang dapat

menyebabkan kecepatan# reaksi paling tinggi yeng dinamakan pH optimum

(Ischak dkk, 2017).

Aktivitas]

enzim

~

-
pH

pH optimum

Gambar 2.4. Hubungan pH dan Aktivitas Enzim
(Sumber : Ischak dkk, 2017)

3. Waktu Inkubasi (Volk dan Wheeler, 1988)

Salah satu yang dapat berpengaruh terhadap aktivitas enzim adalah waktu
inkubasi. Waktu inkubasi adalah waktu yang diperlukan oleh enzim untuk

berikatan dengan substrat yang telah tersedia. Waktu inkubasi yang dibutuhkan
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enzim untuk bereaksi dengan substrat secara optimum adalah berbeda-beda, ada
beberapa enzim membutuhkan waktu inkubasi yang lama untuk bereaksi dengan
substrat. Laju aktivitas enzim akan meningkat dengan meningkatnya substrat
sampai suatu titik, semakin lama waktu inkubasi, maka semakin efektif aktivitas
dari enzim tersebut, namun enzim akan berhenti bekerja apabila telah mencapai
masa jenuhnya (Volk dan Wheeler, 1988).

4. Konsentrasi Substrat (Ischak dkk, 2017)

Hasil eksperimen menunjukkan bahwa dengan konsentrasi enzim yang

tetap, maka pertambahan konsentrasi substrat akan menaikkan kecepatan reaksi.

Akan tetapi pada batas konsentwasitesigntu, tidak terjadi kenaikan kecepatan

reaksi walaupun konsentrasi substrat diperbesar.
Pada konsentrasi substfat rendah, bagian aktif enzim ini hanya menampung
substrat sedikit. Bila kon8ntrasi substrat -aiperbe r, makin banyak substrat yang

dapat berhubungan dengan &nzim pada bagian akiif tersebut. Dengan demikian
konsentrasi kompleks enzim substrat makin besar dan hal ini menyebabkan makin
besarnya kecepatan reaksi. Pada suatu batas konsentrasi substrat tertentu, semua
bagian aktif telah dipenuhi oleh substrat atau telah jenuh dengan substrat. Dalam
keadaan ini, bertambah besarnya konsentrasi substrat, tidak menyebabkan
bertambah besarnya konsentrasi kompleks substrat, sehingga jumlah hasil

reaksinya pun tidak bertambah besar.
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X = point of saturation

c

=

I+

©

2

k)

2 ¢ :

o Increasing
o

concentration does
not affect reaction rate

Substrate concentration

Gambar 2.5. Pengaruh Konsentrasi Substrat
(Sumber : Ischak dkk, 2017)

5. Pengaruh Inhibitor (Ischak dkk, 2017)

Mekanisme enzim dalam suatu reaksi ialah melalui pembentukan

kompleks enzim-substrat (ES). Of€ &, /tU hambatan atau inhibisi pada suatu

reaksi yang menggunakan enzim sebagal kaotalis dapat terjadi apabila

penggabungan substrat pada bagian enzim mengalami hambatan. Molekul atau
ion yang dapat menghambat rez;iksi té;;ebut dinamakan inhibitor. Hambatan
terhadap aktivitas enzim dalam dimia ini mempunyai arti penting,
karena hambatan tersebut juga merupakan mekanisme kerja enzim. Secara umum
tipe hambatan yang dilakukan oleh inhibitor dapat berupa hambatan reversibel
dan hambatan tidak reversibel. Hambatan tidak reversibel pada umumnya
disebabkan oleh terjadinya proses destruksi atau modifikasi sebuah gugus fungsi
atau lebih yang terdapat pada molekul enzim.Adapun hambatan reversibel

mengikatnya molekul inhibitor tidak menyebabkan perubahan konformasi enzim.

2.4 Ekstraksi Enzim

Metode ekstraksi merupakan salah satu faktor penting yang perlu
diperhatikan dalam memproduksi enzim. Penentuan metode ekstraksi enzim

biasanya bergantung pada sumbernya. Enzim yang bersumber dari biji-bijian
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dapat  diekstraksi dengan  menghaluskannya menjadi  tepung, lalu
mencampurkannya dengan media cair, enzim yang berasal dari bagian tanaman
yang lunak dapat diekstraksi dengan dipotong-potong kecil, dihaluskan kemudian
disaring dengan kain atau kertas saring (Li et al, 2006). Metode ekstraksi enzim
juga seringkali menggunakan buffer yang berfungsi meempertahankan pH.
Terdapat beberapa jenis buffer yang biasa digunakan, diantaranya yaitu buffer
tris-hidroksimetil amino metan, buffer glisin dan buffer fosfat (Paul et al, 1985)

Bahan awal berupa sel hewan atau tanaman perlu dilakukan homogenisasi melalui

penghancuran sel dan melepaskan enzim ke dalam larutan dengan kuat ion yang

dipecahkan sehingga enz (protéin) kéluar ke dalam medium. Pengendapan
protein didasarkan atas perbefaanckelarutan; dangkan untuk memisahkan cairan
dari endapan protein, dilakukan dengan sentrifugasi (Djarkasi, 2017).
2.5 Pengujian Aktivitas Protease

Aktivitas enzim protease dapat diukur dengan menggunakan metode
Bregmeyer dan Grassal (1983). Dalam metode ini substrat yang digunakan yaitu
kasein. Kasein dapat dihidrolisis oleh protease dengan bantuan air yang akan
diubah menjadi peptida dan asam amino.

Kasein merupakan suatu protein yang terdapat dalam susu yang memiliki

susunan asam amino yang terdiri dari Arginin (Arg) — Tirosin (Try) — Leusin
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(Leu) — Glisin (Gly) — Tirosin (Try) — Leusin (Leu) — Asam Glutamat (Glu)

(Panic, 2017).

Gambar 2.6.
Struktur Kasein
(Sumber : Panic, 2017)

Aktivitas protease ditentukan dengan mengukur kadar asam amino sebagai

sulistyani, 2014).

Prinsip kerja dari

asam amino tirosin yang felah terhidroIist dan dipisahkan dari substratnya. Pada
mulanya enzim mampu memees kasein menggunakan bantuan air
sehingga menjadi asam amino dan peptida, kemudian laju pembentukan peptida
akan menjadi tolak ukur terhadap aktivitas katalisis protease. Selanjutnya, kasein
yang telah terhidrolisis menghasilkan asam amino, selanjutnya ditambahkan TCA
(Trichloroaceticacid). Penambahan TCA berfungsi untuk menginaktifkan
protease pada saat waktu inkubasi protease. Kemudian dilakukan sentrifugasi
untuk memisahkan asam amino dan peptida yang mengendap dengan substrat
tertentu selama waktu inkubasi berlangsung. Setelah itu ditambahkan larutan

tirosin yang larut dalam filtrat akan bereaksi dengan reagen Folin Ciocalteu dan

menghasilkan warna biru. Untuk mendapatkan pH sekitar 11,5 maka ditambahkan
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Na.,COz berfungsi untuk merubah pH menjadi optimum sehinggah menghasilkan
intensitas warna biru kemudian dapat diukur serapannya dengan menggunakan
panjang gelombang 578 nm. Besarnya serapan ini berbanding lurus dengan
konsentrasi protein yang terhidrolisis. Satuan aktivitas protease adalah unit.
Poedjiadi (2012) menjelaskan bahwa Satuan unit protease (U) didefinisikan
sebagai banyaknya mL enzim yang dibutuhkan untuk menghasilkan 1 mol tirosin
tiap menit. Tirosin merupakan molekul asam amino yang mempunyai gugus fenol
dan bersifat asam lemah. Tirosin digunakan sebagai larutan standar untuk menguji

aktivitas protease dan uktuk mengukur aktivitas protease dalam memecah protein

Protease

Aktivitas protease dihitung dalam satuan UA (Unit Aktivitas Protease) per mL

ekstrak enzim.

Asp—Abl 1
=————xFPx=
Ast— Abl T

UA

Keterangan :

UA  : Unit Aktivitas Protease (U/mL)
Asp  : Nilai Absorbansi Sampel

Ast  : Nilai Absorbansi Standar

Abl  : Nilai Asorbansi Blangko

FP : Faktor Pengenceran

T : Waktu Inkubasi Enzim (menit)
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2.6 Metode Spektrofotometer UV-Vis
Spektrofotometer UV-Vis adalah pengukuran panjang gelombang dan

intensitas sinar ultraviolet dan cahaya tampak yang diabsorbsi oleh sampel. Sinar
ultraviolet dan cahaya tampak memiliki energi yang cukup untuk mempromosikan
elektron pada kulit terluar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Sinar ultraviolet
berada pada panjang gelombang 200-400 nm sedangkan sinar tampak berada pada
panjang gelombang 400-800 nm (Dachriyanus, 2004). Prinsip kerja
Spektrofotometri UV-Vis yaitu apabila cahaya monokromatik melalui suatu
media (larutan), maka sebagian cahaya tersebut diserap (1), sebagian dipantulkan

(Ir), dan sebagian lagi dipancark linastuti, 2016).

nochrom_gtor g detector

sample

lamp

amplifier —| readout

@12926 CHP

Gambar 2.7.
Skema Alat Spektrofotometer UV-Vis single beam
(Sumber : Dachriyanus, 2004)

a. Sumber radiasi berfungsi untuk memberikan energi radiasi pada daerah yang
tepat dalam pengukuran dan menjaga intensitas cahaya yang konstan dalam
pengukuran. Lampu filament dan lampu hidrogen merupakan sumber radiasi
dalam spetrofotometer UV-Vis (Warono dan Syamsudin, 2013).

b. Monokromator berfungsi menghasilkan radiasi monokromatis yang diperoleh,
dilewatkan melalui kuvet yang berisi sample dan blanko yang diteruskan

secara bersamaan melalui putaran cermin (Warono dan Syamsudin, 2013).
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c. Kuvet berfungsi sebagai tempat untuk blanko dan sampel yang akan diukur
absorbansinya (Warono dan Syamsudin, 2013).

d. Detektor berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel dan
mengubahnya menjadi arus listrik (Suhartati, 2017).

e. Display berfungsi mengubah sinyal listrik dari detektor menjadi pembacaan
berupa angka sesuai hasil analisis (Warono dan Syamsudin, 2013).

2.7 Hukum Lambert-Beer
Hukum Lambert-Beer menyatakan bahwa hubungan linear antara

absorbansi dengan konsentrasi larutan sampel. Konsentrasi dari sampel di dalam

larutan bisa ditentukan dengan r absorban pada panjang gelombang

Keterangan :
A = Absorban
E = Koefisien ekstingsi molar (
b = Tebal kuvet (cm)

C = Konsentrasi (M)

Hukum Lambert-Beer menjadi dasar aspek kuantitatif spektrofotometri
dimana konsentrasi dapat dihitung berdasarkan rumus di atas. Absorbtivitas
merupakan konstanta yang tergantung pada konsentrasi, tebal kuvet dan intensitas

radiasi yang mengenai larutan sampel (Day and Underwood, 1986).



BAB Il1
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Alat dan Bahan
3.1.1 Alat

Alat-alat yang digunakan adalah batang pengaduk, cawan porselin, corong
buchner, kertas saring, labu ukur, mikropipet, mortir dan stemper, orbital shaker,
pipet tetes, pipet mikro, rotary vacuum evaporator, sentrifugasi, seperangkat alat
gelas, spektrofotometer, tabung reaksi, timbangan, wadah maserasi, waterbath.

3.1.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan_dalam penelitian ini adalah sampel kerang

asam borat P, asam khlorida 0,05

bambu (Solen spp), ammonidm sulfat, aquades
M, asam trikhloroasetat; (TCA), buffer borat alkalis, buffer fosfat, buffer ftalat,
fosfat monobasa, larutan 2%

dinatrium karbonat 0,4 ™, kalium biftalat, kaliu

kasein, Na2CO3, natrium hidroksida, pereaksi E6lin Ciocalteu’s, tyrosin

3.2 Pengumpulan Sampel

Pengumpulan Kerang Bambu (Solen spp) diperoleh dari daerah pantai

berlumpur di perairan Pantai Cirebon.

20
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3.3 Pembuatan Ekstrak
3.3.1 Pembuatan Buffer Fosfat (PBS) pH 6,8

Dimasukkan kalium fosfat monobasa 0,2 M sebanyak 50 mL ke dalam labu
ukur 200 mL, lalu ditambahkan natrium hidroksida 0,2 M sebanyak 22,4 mL, lalu
dilarutkan dengan aquades sampai tanda batas (Kemenkes RI, 2014).

3.3.2 Ekstraksi Protease

Bahan utama pada penelitian ini adalah Kerang Bambu (Solen spp).
Ditimbang 500 gram Kerang Bambu segar lalu dibersihkan di bawah air mengalir
dari kotoran fisik. Ekstraksi dilakukan dengan cara menghaluskan 200 gram

kerang bambu yang sudah dibersihkan, kemudian ditambahkan dengan 400 mL,

pelarut buffer fosfat (PBS) pk ,8Ia|u direndan dalam suhu 4°C selama 24 jam.
Ekstraksi enzim dilakuka engan melakukan sentri ugasi dengan kecepatan 1000
rpm selama 15 menit. Sglanjutnya filtrat yang telah memisah diambil. Filtrat ini
merupakan ekstrak kasar. | diperoleh diukur aktivitas enzim
proteasenya. |
3.4 Pembuatan Larutan Buffer

3.4.1 Pembuatan Buffer Ftalat Netral pH 5

Dimasukkan 50 mL kalium biftalat 0,2 M ke dalam labu ukur 200 mL,
ditambahkan natrium hidroksida 0,2 M sebanyak 22,6 mL lalu dilarutkan dengan
aquades sampai tanda batas (Kemenkes RI, 2014).

3.4.2 Pembuatan Buffer Fosfat pH 6

Dimasukkan 50 mL kalium fosfat monobasa 0,2 M ke dalam labu ukur 200
mL, ditambahkan natrium hidroksida 0,2 M sebanyak 5,6 mL lalu dilarutkan

dengan aquades sampai tanda batas (Kemenkes RI, 2014).
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3.4.3 Pembuatan Buffer Fosfat pH 7
Dimasukkan 50 mL kalium fosfat monobasa 0,2 M ke dalam labu ukur 200

mL, ditambahkan natrium hidroksida 0,2 M sebanyak 29,1 mL lalu dilarutkan
dengan aquades sampai tanda batas (Kemenkes RI, 2014).

3.4.4 Pembuatan Buffer Borat Alkalis pH 8

Dimasukkan 50 mL asam borat P dan kalium klorida 0,2 M kedalan labu
ukur 200 mL, ditambahkan natrium hidroksida 0,2 M sebanyak 3,9 mL lalu
dilarutkan dengan aquades sampai tanda batas (Kemenkes RI, 2014).

3.5 Aktivitas Protease

Pengukuran aktivitas proteasgéi

<ukan dengan metode Bregmeyer (1983).
Disediakan 3 tabung .
Dimasukkan 1 mL larutan buffer pada pH yang ak diuji dan 1 mL kasein 2% ke
Kerang Bambu (Solen spp)“sebanyak 0,2 mL, pada tabung standar ditambahkan
tyrosin (5mM) sebanyak 0,2 mL, sedangkan pada tabung blanko ditambahkan
aquades sebanyak 0,2 mL. Kemudian 3 tabung tersebut diinkubasi selama waktu
dan suhu yang akan diuji. Selanjutnya ditambahkan 2 mL asam trikhloroasetat
(TCA) 0,1 M pada masing-masing tabung. Setelah itu diinkubasi selama 10 menit
pada suhu 37°C dan dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 1000 rpm selama 25
menit. Bagian filtrat dari masing-masing tabung diambil sebanyak 1,5 mL,
kemudian ditambahkan 5 mL Na,COs (0,4 M) dan pereaksi Folin Ciocalteu’s
sebanyak 1 mL. Reaksi didiamkan selama 10 menit pada suhu 37°C kemudian

dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 578 nm. Satu unit internasional
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enzim setara dengan 1 mikromol tirosin yang dihasilkan per menit (Prastika,
2018).

Uji Aktivitas protease dihitung dalam satuan U (unit) per mL ekstrak enzim.
Satu unit aktivitas protase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang
menghidrolisis kasein untuk menghasilkan 1 mikromol tirosin tiap menit
(Guangrong, Teijin, Po, & Jiaxing, 2006). Perhitungan aktivitas enzim protease

dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut :

Asp—dbl 1
=———XxFPx=
Ast— Abl T

UA

Keterangan :

UA  : Unit Aktivitas Protease dd/mL)
Asp  : Nilai Absorbansi Sampel

Ast  : Nilai Absorbansif€
Abl  : Nilai AsorbansijBlangko
FP  : Faktor Pengencaran : 3
T : Waktu Inkubasi Enzim (menit) ©

3.6 Karakteristik Suhu Optimum dan pH.ODtimum
3.6.1 Penentuan pH Optimum Enzim

Penentuan pH optimum enzim dilakukan sesuai dengan uji aktivitas enzim
protease pada suhu 50°C dengan menggunakan lima variasi pH yaitu pH 5, 6, 7, 8,
dan 9. Untuk pH 5 menggunakan larutan buffer ftalat netral, untuk pH 6 dan pH 7
menggunakan larutan buffer fosfat sedangkan untuk pH 8 dan pH 9 menggunakan
larutan buffer borat alkalis.

3.6.2 Penentuan Waktu Optimum Enzim

Penentuan waktu optimum enzim dilakukan sesuai dengan uji aktivitas

enzim protease pada lima variasi waktu inkubasi yaitu 5, 10, 15, 20, dan 25 menit.
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3.6.3 Penentuan Suhu Optimum Enzim

Penentuan suhu optimum enzim dilakukan sesuai dengan uji aktivitas enzim
protease pada pH optimum yang didapatkan dengan menggunakan lima variasi

suhu inkubasi reaksi enzimatik yaitu suhu 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, dan 60°C.




BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Penyiapan Bahan

Kerang Bambu (Solen spp) diperoleh dari daerah pantai berlumpur di
perairan Pantai Cirebon. Bagian yang digunakan adalah daging kerang bambu
segar sebanyak 500 gram, kemudian dibersikan dibawah air mengalir agar
terpisah dari kotoran fisik. Sampel kerang bambu yang telah bersih dari dapat

dilihat pada Gambar 4.1.

(Sumber : Dokumentasi pribadi, 2023)
4.2 Hasil Ekstraksi

Pada penelitian ini, sebanyak 200 g kerang bambu dihaluskan dan direndam
dengan 400 mL pelarut buffer fosfat (PBS) pH 6,8, penggunaan pelarut ini
dikarenakan memiliki komposisi yang hampir sama dengan komposisi cairan
yang terdapat dalam makhluk hidup. Perendaman tersebut dilakukan pada suhu
4°C yang tujuannya agar protein yang terkandung dalam kerang bambu tidak
rusak atau terdenaturasi. Selain itu, pada suhu ini laju pertumbuhan
mikroorganisme lambat sehingga kontaminan pada larutan enzim dapat dicegah.

Perendaman dilakukan selama 24 jam. Menurut Mihara et al (1991), tujuannya

25
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untuk menghilangakan sisa pakan dan feses kerang bambu yang sudah dihaluskan,
juga untuk menarik komponen kimia yang akan diteliti. Proses ekstraksi
dilakukan dengan melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1000 rpm selama 15
menit. Dalam proses ini terjadi pemisahan filtrat yang disebabkan oleh perbedaan
massa jenis. Molekul dengan massa jenis besar akan fokus pada bagian dinding
tabung, sedangkan untuk molekul dengan massa jenis yang kecil akan berada
ditengahnya, molekul yang berada pada dinding tabung (massa jenis besar) akan
tertarik oleh gravitasi sehingga berkumpul dibagian dasar tabung, maka molekul
dengan massa jenis kecil akan berada diatasnya. Filtrat yang diambil adalah filtrat

yang berada di atas yang diseba trak kasar. Diperoleh ekstrak kasar

GamBar 4.72.
Hasil Ekstraksi Kerang Bambu
(Sumber : Dokumentasi Pribadi April 2023)

4.3 Uji Aktivitas Protease

Uji aktivitas protease diukur berdasarkan metode Bergmeyer & Grassl.
Dalam metode ini, kasein yang memiliki fungsi sebagai substrat akan dihidrolisis
olen protease menjadi peptida dan asam amino. Kemudian reaksi tersebut

dihentikan dengan penambahan TCA, penambahan TCA juga menyebabkan
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terjadinya pemisahan asam amino dari substrat yang tidak terhidrolisis. Produk
yang mengandung peptida dan asam amino akan larut dalam TCA dan protein
yang tidak terhidrolisis akan mengendap. Lalu dilanjutkan dengan penambahan
reagen Follin Ciocalteu’s. Reagen Follin Ciocalteu’s dapat mendeteksi residu
tirosin (dalam protein) karena kandungan fenolik pada residu tersebut mampu
mereduksi fosfotungsat dan fosfomolibdat yang merupakan senyawa penyusun
reagen Follin Ciocalteu’s menjadi tungsten dan molibdenum yang berwarna biru
(Sari, 2019). Sehingga setelah ditambahkan reagen Follin Ciocalteu’s larutan
menjadi berwarna biru. Setelah itu ditambahkan Na.COs agar tetap berada dalam

Ay Stabilitas warna. Kemudian diukur

kondisi pH optimum untuk igi€hsitas da

erlebih dahulu penentuan pH
"Solen spp, pH berpengaruh pada
kecepatan aktivitas enzim dalam mengkatalis suatu reaksi karena konsentrasi ion
hidrogen mempengaruhi struktur dimensi enzim dan aktivitasnya. Pada pH
optimum, struktur enzim paling kondusif dalam mengikat substrat (Faizah, 2017).
Pada penelitian ini, dilakukan pengujian 5 variasi pH yaitu pada pH 5, 6, 7, 8, dan
9. Digunakan 5 variasi pH karena menurut Makkapan 2019, pH optimum enzim
protease adalah pH 7, sehingga diambil variasi pH dibawah 7 yaitu 5 dan 6, juga

pH diatas 7 yaitu 8 dan 9.
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Pada penentuan uji pH optimum dilakukan pada waktu inkubasi 10 menit

dan suhu 50°C yang merupakan waktu dan suhu optimum enzim protease. Hasil

pengukuran absorbansi dapat dilihat pada Tabel 4.1.

aktivitas enzim protease

dengan menggunakan rumus

Tabel 4.1
Hasil pengukuran absorbansi pada penentuan pH optimum

Absrobansi Sampel
(Asp) Absorbansi | Absorbansi
PH Ulangan Standar (Ast) | Blanko (Abl)
1 2 3
5 |1,876 | 1,847 | 1,861 1,596 0,371
6 | 1,908 | 1,906 | 1,906 1,364 0,312
7 1,893 1,893 1,915 1,542 0,482
8 |1,820 1,84;;4-'1,'5.:?2"\1,371 0,324
9 | 1,933 lv!f?z 1,956 NG 0,424

Dari hasil absoransi yang diperoleh, sela

Keterangan :
:Unit aktivitas protease (U/mL)
: Nilai absorbansi sampel
: Nilai absorbansi blanko
- Nilai absorbansi standar
: Faktor pengenceran

: Waktu inkubasi Enzim (menit)

UA
Asp
Abl
Ast
FP
T

UA

_ Asp—Abl
Ast—Abl

X FP X =

jutnya dilakukan perhitungan

ari kerang bambu Salen spp Perhitungan dilakukan

Aktivitas protease dihitung dalam satuan U (unit) per mL ekstrak enzim.

Satu unit protease (U) didefinisikan sebagai banyaknya 1 mL enzim yang

dibutuhkan untuk menghasilkan 1 umol tirosin tiap menit dengan kasein sebagai
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substrat (Baehaki, 2011). Nilai aktivitas enzim protease kerang bambu Solen spp
dapat dilihat pada Tabel 4.2 dan Gambar 4.3.

Tabel 4.2
Aktivitas enzim protease pada penentuan pH optimum

pH Aktivitas Enzim (U/mL)
5 0,608
6 0,757
7 0,668
8
9

0,732
0,887

AKTIVITAS ENZIM PROTEASE
UA !
1

0,8
0,6
0,4
0,2

0 pH

Gambar 4.3
Aktivitas enzim protease pada pH optimum

Dari data di atas menunjukkan bahwa aktivitas protease teringgi dari
kerang bambu Solen spp ada pada pH 9 dengan nilai 0,887 U/mL dan aktivitas
protease terendah ada pada pH 5 dengan nilai 0,608 U/mL. Hal ini sesuai dengan
literatur dimana rentang pH optimum dari enzim ini adalah pH 7,4 — 9.
Berdasarkan pH optimumnya, protease diklasifikasikan pada protease asam, netral
dan alkalin. Rentang pH 8-12 dapat diklasifikasikan sebagai protease alkalin.

Maka dari itu, enzim protease yang dihasilkan kerang bambu Solen spp termasuk
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kedalam protease alkalin yang optimum pada pH basa (Faizah, 2017). Aktivitas
enzim protease berkurang dalam lingkungan asam, rendahnya aktivitas protease
pada pH 8 dapat diakibatkan karena berubahnya struktur tiga dimensi protease,
sehingga protein tidak dapat berikatan dengan sisi aktif protease. Menurut Rabelo
et al (2011), perubahan pH mengakibatkan perubahan aktivitas enzim, hal ini
disebabkan oleh adanya perubahan konformasi enzim dalam larutan. Dari hasil
percobaan terlihat nilai aktivitas enzim pada pH 6 lebih besar dari pH 7, kemudian
mengalami peningkatan kembali pada pH 8, hal ini terjadi karena pada dasarnya

belum terbentuk kestabilan enzim, sehingga nilai aktivitas enzim mengalami

peningkatan dan penurunan.

1.5 Penentuan Waktu la ubasi Optimum Enzir

Selanjutnya, dilakukan peneniuan waktu inkubasi optimum enzim protease
yang dihasilkan kerang bambu Solen épp Selain pH, aktivitas enzim juga
dipengaruhi oleh waktu in kubasi memiliki pengaruh yang
signifikan terhadap aktivitas enzim protease dan pada umumnya aktivitas enzim
protease meningkat seiring dengan peningkatan waktu inkubasi. Hal ini
disebabkan enzim protease membutuhkan waktu yang cukup untuk berinteraksi
dengan substrat protein dan memecahnya menjadi asam amino. Namun terdapat
titik optimum di mana peningkatan waktu inkubasi tidak lagi meningkatkan
aktivitas enzim, bahkan dapat menyebabkan penurunan aktivitas disebabkan oleh
faktor-faktor seperti denaturasi enzim atau degradasi substrat (Sulastri, 2008).

Optimasi waktu produksi enzim protease dilakukan dengan mengukur aktivitas

enzim protease tersebut pada selang waktu tertentu, Selang waktu yang digunakan
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yaitu dengan menggunakan 5 variasi waktu inkubasi diantaranya pada waktu 5,
10, 15, 20, dan 25 menit. Karena berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh
Prastika, 2018 waktu inkubasi optimum adalah diwaktu 10 menit sehingga
diambil variasi waktu dibawah 10 menit yaitu 5 menit juga diambil variasi waktu
inkubasi di atas 15 menit yaitu 15, 20 dan 25 menit.

Penentuan uji waktu inkubasi optimum dilakukan pada pH 9. Dikarenakan
pada pengujian pH optimum aktivitas tertinggi ditunjukkan pH 9, maka pengujian
penetapan waktu inkubasi optimum dilakukan pada pH 9 dan suhu 50°C yang
merupakan suhu optimum enzim protease. Hasil pengukuran absorbansi dapat

dilihat pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3
Hasil pengukuran absorbansi pada penentuan waktu optimum

AbsroRansi Sampel
waktu ksp) | Absorbansi | Absorbansi
Ulangan Stanelar (Ast) | Blanko (Abl)
1 2 3
5 1,262 | 1,227 | 1,265 1,241 0,672
10 | 1,344 | 1,299 | 1,328 1,149 0,738
15 | 1,262 | 1,281 | 1,276 1,293 0,686
20 | 1,229 | 1,303 | 1,360 1,272 0,827
25 | 1,297 | 1,308 | 1,281 1,257 0,825

Dari hasil absorbansi yang diperoleh, selanjutnya dilakukan perhitungan
aktivitas enzim protease dari kerang bambu Solen spp Nilai aktivitas enzim

protease kerang bambu Solen spp dapat dilihat pada Tabel 4.4 dan Gambar 4.3.
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Tabel 4.4
Aktivitas enzim protease pada penetuan waktu optimum
Waktu (menit) Aktivitas Enzim (U/mL)

) 1,017

10 0,712

15 0,290

20 0,263

25 0,217

AKTIVITAS ENZIM PROTEASE

1
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0

Gam
Aktivitas enzim protease pada waktu optimum

Dari data di atas menunjukkan bahwa aktivitas protease tertinggi dari
kerang bambu Solen Spp ada pada waktu inkubasi 5 menit dengan nilai 1,017
U/mL. Waktu tersebut menunjukan tingginya aktivitas yang diperoleh, berbeda
halnya dengan aktivitas protease pada waktu 10-25 menit mengalami penurunan
dan aktivitas protease terendah ada pada waktu inkubasi 25 menit dengan nilai
0,217 U/mL. Menurut Agustine (2005), hal ini disebabkan waktu inkubasi yang
terlalu lama dapat membuat aktivitas enzim akan menurun. Efek optimal enzim
protease bergantung pada faktor waktu inkubasi, dengan waktu inkubasi yang

berbeda dapat memberikan hasil yang berbeda juga.
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1.6 Penentuan Suhu Optimum Enzim

Kemudian dilakukan penentuan suhu otimum enzim protease yang
dihasilkan kerang bambu Solen spp, selain pH dan waktu inkubasi, aktivitas
enzim juga dipengaruhi oleh suhu. Setiap enzim akan bekerja maksimal pada suhu
tertentu. Peningkatan suhu pada reaksi enzim mempunyai dua pengaruh yaitu
dapat meningkatkan laju reaksi atau dapat meningkatkan laju inaktivasi enzim.
Semua enzim bekerja dalam rentang suhu tertentu pada tiap jenis organisme
(Poedjiaji dan Supriyanti, 2006). Umumnya, peningkatan suhu sebesar 10°C
diatas suhu minimum akan meningkatkan aktivitas enzim sebanyak 2x lipat

A, INaktivasi akan meningkat 64x lipat

hingga mencapai optimum, nai
(Bintang, 2010). -

Pada penelitian fini, dilakukan. pengujian pada 5 variasi suhu inkubasi
reaksi enzimatik yaitu suhu 20, 30; 40, 50, 60°C. Digunakan 5 variasi suhu karena
menurut Makkapan, 2019, protease adalah 50°C sehingga
diambil variasi suhu dibawah 50°C yaitu 20, 30, dan 40°C, juga suhu diatas 50°C
yaitu 60°C. Dikarenakan pada pengujian pH dan waktu inkubasi optimum
aktivitas tertinggi ditunjukkan pada pH 9, dan waktu inkubasi 5 menit, maka

penetapan suhu optimum dilakukan pada pH 9 dan waktu inkubasi selama 5

menit. Hasil pengukuran absorbansi dapat dilihat pada Tabel 4.5.
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Tabel 4.5
Hasil pengukuran absorbansi pada penentuan suhu optimum

Absorbansi Sampel
Suhu (Asp) Absorbansi | Absorbansi
Ulangan Standar (Ast)|Blanko (Abl)
1 2 3
20 | 1,237 | 1,261 | 1,251 1,209 0,713
30 | 1,340 | 1,316 | 1,348 1,282 0,718
40 | 1,344 | 1,235 | 1,268 1,202 0,731
50 | 1,498 | 1,487 | 1,438 1,369 0,805
60 | 1,514 | 1,458 | 1,406 1,161 0,803

Dari hasil absorbansi yang diperoleh, selanjutnya dilakukan perhitungan

aktivitas enzim protease dari kerang bambu Solen spp. Nilai aktivitas enzim

Suhl\(°C) | Aktivitas Enzjn (U/mL)
20 1951
30 1,093
40 1,170
50 1,186
60 1,833
AKTIVITAS ENZIM PROTEASE
UA
2
" __,—-w—/
1
0,5
0 Suhu
20 30 40 50 60
Gambar 4.5

Aktivitas Enzim Protease pada Suhu Optimum
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Dari data di atas menunjukkan bahwa aktivitas protease tertinggi dari
kerang bambu Solen spp ada pada suhu 60°C dengan nilai 1,833 U/mL dan
aktivitas protease terendah ada pada suhu 20°C dengan nilai 1,081 U/mL. Menurut
Kosim (2010), hal ini disebabkan karena adanya peningkatan energi kinetik akibat
suhu yang semakin tinggi, sehingga menambah intensitas tumbukan antara
substrat dan enzim. Pada suhu yang lebih rendah dari suhu optimum, aktivitas
enzim juga rendah. Hal ini disebabkan rendahnya energi aktivasi yang tersedia
yang dibutuhkan untuk menciptakan kondisi tingkat kompleks aktif, baik dari

molekul enzim maupun dari molekul substrat (Baehaki, 2011). Kecepatan reaksi

kimia akan meningkat deng leningiatinya suhu karena akan mempercepat
gerak termal molekul y; memiliki energi dalam jumlah yang cukup untuk
memasuki keadaan transisi. Namun pada suhu 70-80°C enzim akan mengalami
kerusakan yang mengakibatkan hila;ngnya:\.. aktivitas enzim. Pada peningkatan suhu
hingga mencapai suhu optimakaka ingkatlan aktivitas enzim pula, setelah
melebihi suhu optimal, enzim akan mengalami denaturasi termal dan mengubah
struktur enzim sehingga aktivitas enzim akan menurun. Sehingga rentang waktu

yang di uji pada penelitian ini dilakukan sampai suhu 60°C.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa :

1. Kerang bambu (Solen spp) mengandung enzim protease dengan pH optimun
yaitu pH 9 yang menandakan bahwa enzim protease yang terkandung dalam
kerang Solen spp adalah protease alkalin, sedangkan waktu inkubasi
optimumnya 5 menit serta suhu optimumnya adalah 60°C.

2. Nilai rata-rata aktivitas enzim protease tertinggi pada variasi pH 9, waktu

inkubasi 5 menit dan suhu 60° aitu sebesar 1,833 U/mL.

5.2 Saran

Saran yang dapat @iberikan ‘dari hasil penelitian ini adalah diharapkan
penelitian ini dapat dilafjutkan dengan-melakukan pemurnian lebih lanjut pada

ekstrak kasar enzim protease dari kerang bambu (Solen spp).
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LAMPIRAN I
DESAIN PENELITIAN

Pengumpulan kerang
bambu (solen spp)

Ditimbang dan
dihaluskan

-

A 4

Ekstraksi //

{

Direndam
dengan pelarut
buffer fosfat
(PBS)

&

A 4

Ekstrak Cair

Sentrifugasi

A

A 4

Ekstrak Kasar

A 4

Uji Aktivitas
Enzim Protease

A 4

Penentuan pH
Optimum Enzim
Protease

A 4

Penentuan Waktu
Inkubasi Optimum
Enzim Protease

A 4

Penentuan Suhu
Optimum Enzim
Protease
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LAMPIRAN 11
PROSES EKSTRAKSI KERANG BAMBU (Solen spp)

Proses pemisahan cankang dan
jeroan

Kerang bambu di rendam dengan
larutan bufer fosfat (PBS) 6,8

Setelah di ekstraksi 24 jam

Proses sentrifugasi

Ektrak kasar
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LAMPIRAN 111
PENENTUAN pH OPTIMUM

pH 6

Sampel Penentuah pH Optimum

44




LAMPIRAN IV
PEMBUATAN WAKTU INKUBASI OPTIMUM

Sampel Penentuan waktu 25 menit
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LAMPIRAN V
PENENTUAN SUHU OPTIMUM

O

Sampel Penentuan S / pel Penentuan Suhu 50 °C

Sampel Penentuan Suhu 60 °C
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LAMPIRAN VI
PERHITUNGAN NILAI AKTIVITAS PROTEASE PADA pH OPTIMUM

1. UA (pH 5)

- Ulangan1: UA =222 w5 x 2 = 0,614
1.696—0,371 10

- Ulangan 2 : UA = 222272 » 5 x 2 = 0,602
1.596—0,371 10

- U|angan3:UA—wx5Xiﬂ:0’608

o —— -
2. UA (pH 6)
- UIanganl:UA:%XSXﬁ:OJ%
- UIanganZ:UA:%XSX%ZOJW
- Ulangan 3: ~ = 0,757
3. UA(pHT7)
- Ulangan1: ‘ -~ x = 0,665
- Ulangan 2 : 0,665
- UIangan3:UA:x5xE:0,675
4. UA (pH 8)

- Ulangan 1: UA = 222 x 5 x — = 0,714

T 1,371-0,324 1

- Ulangan 2 : UA = 2227052 5 x 2 = 0,724

T 1,371-0,324 10

- UIangan3:UA-wx5xiu:0,758

T 1.371-0,324 1
5. UA(pH9)

- UIanganl:UA-MXSXﬁ:OBSS

T 1,276-0,424
1,522—-0,424 1
- Ulangan 2 : UA =——x5x—=0,879
1,276 —0,424 1o

_ 1,956-0,424
T 1,276-0,424

- Ulangan 3: UA x5 x —=0,889
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LAMPIRAN VII

PERHITUNGAN NILAI AKTIVITAS PROTEASE PADA WAKTU
OPTIMUM

1 Waktu 5 menit
- Ulangan1: UA:Mx5x§=1,036

1,241 -0,672
1,227 -0,672 1

- Ulangan 2 : UA=———=x5x=-=0,975
1,241 -0,672 5

_ 1,265-0,672
T 1,241-0,672

- Ulangan 3: UA X5 x == 1,042
2 Waktu 10 menit
- Ulangan1: UA = 222270738 5 2 = 0,737

1,145—0,738 10

- Ulangan 2 : UA = —

- Ulangan 3 :

3 Waktu 15 menit
- Ulangan 1: UA=

- Ulangan 2 : UA =

1,293 -0.686

- UIangan3:UA=wx5xﬁ:o,291

1,293 —0.686

4. Waktu 20 menit
- Ulangan1: UA:MxSx:—u:O,ZZS

1,272 -0,827

- UIanganZ:UAzMx5x:—u:o,267

1,272 0,827
- Ulangan 3 : UA = 225079827 , 5 = = 0,299
1,272 0,827 20
5 Waktu 25 menit
. _ 1,297-0,825 1 _
- Ulangal: UA= T257—oms (0 %15 -0218
. _ 1,308 -0,825 1 _
- Ulanga2: UA= L2357 0828 <0 %15 = 0223
. _ 1,281-0,825 1 _
- Ulanga3:UA = —————x5x-=0211
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LAMPIRAN VIII
PERHITUNGAN NILAI AKTIVITAS PROTEASE PADA SUHU

OPTIMUM
. Suhu 20°C
- Ulangan1: UA = 22770718 » 5« 2 = 1,056
1,209—-0,713 5
- Ulangan 2 : UA = 226270718 » 5 2= 1,104
1.209—-0,713 5
. _ 1.251-0,713 1_
- Ulangan 3: UA = Toososs X9XC7 1,084
. Suhu 30°C
- Ulangan1: UA = 222020718 5 2 =1 102
1,282 -0,718 3
- Ulangan 2 :
- Ulangan 3 :
. Suhu 40°C
- Ulangan 1:
- Ulangan 2 :
. _ 1L.28-0.731 1_
- Ulangan 3: UA = —————x5x-=1140
. Suhu 50°C
- Ulangan 1: UA = 22282250 5« 1= 1228
1.369—0.805 5
- Ulangan 2 : UA = 2287228 5 2= 1,209
1.365%— 0,805 5
- Ulangan3: UA = MXSXE:]_’]_ZZ
1.3659— 0,805 5
. Suhu 60°C
. _ 1,514-0,803 1_
- Ulangan1:UA = Tiel—os0s <2 % =1.986
. _ 1,458-0,803 1_
- Ulangan 2: UA = Tie1—oamos X0 Xz =1.829
- Ulangan 3 : UA = 22080808 , 5 2 — 1,684
1.161 —0,803 5
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