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ABSTRAK

Kemaguan dalam bidang teknologi fermentasi, rekayasa genetika, dan teknologi aplikas enzim
menyebabkan penggunaan enzim dalam industri semakin meningkat. Enzim yang digunakan dalam
bidang industri dapat bersumber dari mikroorganisme seperti bakteri, kapang, dan khamir.Enzim Protease
adalah salah satu enzim penting yang telah digunakan secara luas dalam aplikasi berbagai bidang industri
dan merupakan 65% dari total penjualan enzim di dunia. Protease alkali merupakan salah satu kel ompok
enzim hidrolitik yang dapat mengkatalisis proses hidrolisis atau pemecahan protein menjadi asam amino
penyusunnya dan bekerja pada kisaran pH netral hingga basa (7-12). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pH dan waktu inkubasi terhadap produksi enzim protease dari A.niger PAM18A.
Penelitian dilakukan secara eksperimental menggunakan Rancangan Acak Kelompok, pola faktorial.
Faktor yang pertama yaitu pH 7, 8, dan 9, sedangkan faktor kedua yaitu waktu inkubasi 5, 6, dan 7 hari.
Hasil penelitian ini diperoleh bahwa pada kondis pH medium 8 dan waktu inkubasi 5 hari,dapat
menghasilkan enzim protease tertinggi dari kapang A.niger PAM18A dengan nilai aktivitas enzim
protease sebesar 0,930 U/mL protein dan aktifitas spesifik sebesar 3,632 U/mg.

Kata Kunci : Produksi enzim, Protease, A. niger PAM18A, pH, waktu inkubasi

ABSTRACT

Advances in the field of fermentation technology, genetic engineering, and technology applications
of enzymes lead to the use of enzymes in the industry is increasing. Enzymes used in the industry can be
derived from microorganisms such as bacteria, molds, and yeasts. Protease is one of the important
enzyme that has been used widely in various fields of industrial application and 65% of the sales of
enzymes in the world. Alkaline protease is one of hydrolytic enzymes that can hydrolysis proteins which
working at the pH range of 7-12. The aim of this study was to investigate the influence of pH and
incubation time on the protease production of A. niger PAM 18A. The experimenta were done using
Factor Block Random Design with 2 i.e pH of7, 8, 9, and incubation time of 5, 6, 7 days. The results
showed that highest protease fromA. niger PAM18A were found in the treatment of pH 8 and of 5 days
incubating with the protease activity and specific activity were 0,930 U/mL and 3,632U/mg respectively.

Keywords: Production Enzyme, Protease, A. niger PAM18A, pH, incubation time.

PENDAHULUAN masyarakat yang semakin tinggi terhadap
, , , pencemaran lingkungan menjadikan teknologi
Kemguan ddam bidang teknolog! enzim sebagai sdlah satu  alternatif untuk

fermentasi, rekayasa genetika, dan teknologi menggantikan berbagai proses kimiawi dalam
gplikasi enzim menyebabkan penggunaan enzim bidang industri (Pandey & Singhana, 2008).
dalam industri semakin meningkat. Kesadaran Indonesia termasuk salah satu negara yang
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memiliki keanekaragaman mikroorganisme yang
melimpah, dimana mikroorganisme tersebut
memiliki kemampuan potensial yang cukup
tinggi. Beberapa Ilokas dengan kondis
lingkungan yang cukup ekstrim  dapat
menghasilkan mikroorganisme dengan sifat
khusus (seperti  alkalophilic).Untuk  dapat
tumbuh dan berkembang, mikroorganismeini
memiliki sifat enzimatis dalam  memecah
substrat. Enzim yang digunakan dalam bidang
industri dapat bersumber dari mikroorganisme
seperti bakteri, kapang, dan khamir (Chutmanop
et al., 2008). Menurut Samson et al.(2010),
kapang Aspergillus niger memiliki kemampuan
dalam menghasilkan enzim misalnya protease,
amilase, asam ditrat, pektinase, dan lipase.

Enzim protease adalah salah satu enzim
penting yang telah digunakan secara luas dalam
aplikasi berbaga bidang industri dan merupakan
65% dari total penjualan enzim di dunia
(Chutmanop et al., 2008). Enzim ini dapat
dihasilkan  oleh  mikroorganisme  secara
ekstraseluler maupun intraseluler (Ikram-Ul-Haqg
et al.,, 2006). Kapang A. niger yang mampu
menghasilkan enzim protease ekstraseluler pada
kisaran pH netral sampa basa (7-12) dapat
dikelompokkan dalam protease  akali
(Srilakshmi et al., 2014).

Protease akali merupakan saah satu
kelompok enzim hidrolitik yang dapat
mengkatalisis proses hidrolisis atau pemecahan
protein menjadi asam amino penyusunnya dan
bekerja pada kisaran pH netral hingga basa (7-
12) (Srilaksmi et al., 2014). Kemgjuan dalam
bidang bioteknologi memungkinkan semakin
meluasnya penggunaan enzim protease alkalin
daam berbagai produk komersial. Bentuk
produk komersial dalam aplikasi protease alkali
pada bidang industri antara lain industri
detergen, industri makanan, industri farmas,
susu, kulit, dan pengempukan daging (Charles et
al., 2008). Cora e al. (2003), daam
penelitiannya mendapatkan bahwa enzim
protease dari A. niger Z1 dapat aktif pada kisaran
pH 8,5 (alkaline), waktu inkubasi 5 hari pada
suhu 25°C,

Isolat kapang A.niger PAM 18A yang
berasal dari tanah Madura dengan habitat pH
lingkungan netral sampai basa (7-12) mampu
menghasilkan enzim protease. Terdapat beberapa
faktor yang mempengaruhi produksi enzim yaitu

pH medium, waktu inkubasi, suhu lingkungan,
konsentrasi substrat, dan aerasi. Hal tersebut
mendorong dilakukannya penelitian  untuk
mengetahui pengaruh varias pH dan waktu
inkubasi terhadap produks enzim protease dari
A. niger PAM18A. Kapang yang digunakan
berasal dari tanah Madura, tepatnya Desa
Sukolilo Barat, Kecamatan Bangkalan, Madura.

BAHAN DAN METODE

Bahan. isolat kapang A. niger PAM 18A
yang berasal dari tanah kawasan Desa Sukolilo
Barat, Kecamatan Labang, Kabupaten
Bangkalan, Madura, akuades steril, akuades,
antibiotik chloramphenicol, NaCl 0,85% Tween
80 0,01%, PDA (Potato DekstroAgar), Czapex
Dox Agar(CZ), Czapek Dox Liquid(CY), Czapek
Yeast Agar with 20% Sucrose, dan Malt Ekstrak
Agar (MEA), kasein, NaNOz, KH2PO4, MgSQOa,
FeS04.7H20, kasein, HCI, BSA (Bovine Serum
Agar), NaCOs, K-NaTartrat, CuSOs, Folin-
ciocalteau, NaH2POs, N&HPOs, N&COs,
NaHCOs3, TCA (Tricloracetic Acid), kasein 2%,
laktofenol atau asam laktat 3%, alkohol, dan
spirtus.

Rekonfirmass KapangA.niger PAM
18A (Klich, 2002). Rekonfirmasi dilakukan
dengan cara makroskopis dan mikroskopis, yaitu
menumbuhkan pada 4 media tumbuh diantaranya
Czapex Dox Agar (CZ), Czapek Yeast Agar
(CY25°C dan 37°C), Czapek Yeast Agar with
20% Sucrose (CY20S), dan Malt Ekstrak Agar
(MEA) sdlama 7 hari pada suhu kamar.
Pengamatan makroskopik meliputi warna koloni,
diameter, tekstur, warna sebalik koloni (reverse
of colony), celah radia koloni (radial furrow),
dan adanya tetes air (exudates drops). Isolat
diamati di bawah mikroskop untuk melihat
bentuk morfologi hifa, konidia, metula, fialid,
konidiofor, dan  veske. Rekonfirmasi
identifikasi kapang dilakukan dengan
mencocokan karakteristik kapang yang diperoleh
dari hasl pengamatan dengan buku-buku
identifikasi  yaitu ldentification of common
A.spesies (Klich, 2002) Food and Indoor Fungi
(Samson et al., 2010) dan Jamur Benang (Mold)
pada Bahan Pangan (Rahayu, dkk, 2014).

Preparas Inokulum dan Enumeras
Konidia Kapang. Kultur kapang yang berusia
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120 jam dalam medium CDA (Czapex Dox
Agar), ditambahkan 5mL NaCl 0,85% dan
Tween 80 0,01% keddamnya. Konidia
dilepaskan menggunakan jarum inokulasi.
Perhitungan jumlah konidia dilakukan dengan
metode TPC (Total Plate Count) secara duplo
dan OD 0,3 pada panjang gelombang 600 nm.
Starter yang digunakan mempunyai kepadatan
2,27 x 108 konidia/mL pada umur 48 jam.

Produksi Enzim Protease (Zamphorline
et al., 2011). Jumlah konidia dalam inokulum
telah ditentukan yaitu sebanyak 10® konidia/mL.
Sgumlah 1% inokulum konidia diinokulasikan
ke dalam 50 mL media produksi enzim protease
dengan variass pH 7, 8, 9 secara terpisah.
Pemberian pengaruh pH pada media produksi
dengan cara ditambahkan dengan NaOH 1 N,
kemudian dicek dengan pH meter. Media yang
digunakan untuk memproduksi enzim protease
adalah media Czapeks Dox yang mengandung:
29/l NaNOs; 1g/l KH2PO4; 0,5g/1 MgSQOs4; 0,019/l
FeS04.7H20; 309/l sucrose; 0,5¢/I KCL; dan
kasein 1 %. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang
selama 5, 6 dan 7 hari dengan penggojogkanpada
kecepatan 120 rpm. Kultur selanjutnya disaring
dengan kertas Whatman no. 1, kemudian
miselium kapang ditimbang biomassanya
Supernatan yang diperolen merupakan ekstrak
enzim kasar, yang selanjutnya disentrifugas
pada kecepatan 6.000 rpm selama 20 menit pada
suhu 4°C. Ekstrak enzim kasar digunakan dalam
uji penentuan aktivitas protease.

Penentuan Aktivitas Enzim Protease
(Hagihara, 1958 in Yadav, 2011). Aktivitas
protease ditentukan berdasarkan kemampuan
protease untuk menghidrolisis ikatan peptida
pada substrat kasein 1% (w/v) selama 10 menit.
Sebanyak 1 mL enzim ditambahkan dengan 1mL
kasein 1% (kasein 1% w/v yaitu kasein yang
dilarutkan dalam buffer untuk masing-masing
pH) kemudian di inkubasi pada suhu ruang
selama 10 menit. Ditambahkan 3 mL
Trichloroacetic acid 10% (TCA), kemudian di
inkubasi selama 30 menit pada suhu ruang.
Masing-masing supernatan yang diperoleh lalu
diukur absorbasinya. Absorbansi larutan diukur
pada panjang gelombang maksimum tirosin (275
nm). Satu unit aktivitas enzim protease
didefinisikan sebagai sgfumlah enzim yang dapat

membebaskan 1pmol tirosin per menit. Hasil
absorbansi yang didapat kemudian diplotkan
dengan rumus dari persamaan garis linier kurva

standart tirosin, yaitu y = mx+c.
_ x. 1000
t. 181,19
Keterangan :
y = Nilai absorbansi tirosin
m = Slope kurva pada kurva standart tirosin
c = Intersep pada kurva standart tirosin
x = Konsentrasi protein terlarut (umol tirosin/mL)
Ae = Aktivitas enzim (U/mL)
181,19 = Berat molekul tirosin
t = Waktu hidrolisis (menit) (Walker, 1994).

Penentuan Kadar Protein dengan
Metode Lowry(Pierce, 2005).Sebanyak 0,1 mL
larutan ekstra kasar enzim (variasi pH 7, 8, dan
9) ditambah 9,8 mL NaCOsz dan 0,1 mL K-Na-
Tartrat serta 0,1 mL CuSOs dikocok secara
perlahan, kemudian diinkubasi pada suhu kamar
sdlama 10 menit. Campuran tersebut, lau
ditambahkan dengan 1 mL Folin-ciocalteau
secara cepat dan diinkubasi pada suhu kamar
selama 30 menit. Larutan tersebut kemudian
diukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimum BSA (740  nm) dengan
spektrofotometer  UV-Vis. Kadar  protein
ditentukan secara regresi linier terhadap kurva
standar BSA dengan menggunakan rumus
sebagai berikut:

V=C
W

Kadar Protein (mg protein/mL) = X =

T
Keterangan :
y = Absorbsi sampel
¢ = Slope pada kurva standart BSA
m = Intersep pada kurva standart BSA

Uji Penentuan Aktivitas Spesifik
Protease. Untuk mendapatkan nilai aktivitas
spesifik enzim, digunakan rumus:

Lo igs . .\ _ Unit Aktivitas (U /mL)
Aktivitas Spesifik (Unit/mg protein) _W'_

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rekonfirmasi KapangA. niger
PAM18A. Pendlitian ini menggunakan isolat
kapang A. niger PAM18A yang berasal dari
tanah Madura Menurut (Klich, 2002),
pengamatan morfologi secara makroskopis dan
mikroskopis dilakukan dengan mengamati
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kapang yang ditumbuhkan pada beberapa
medium selama 7 hari. Beberapa medium
tersebut diantaranya Czapex Dox Agar (CZ),
Czapex Yeast Agar pada suhu 25°C dan 37°C
(CY25 dan CY 37), Czapex Yeast Agarwith 20%
sucrosa(CY 20S), dan Malt Ekstrak Agar (MEA).

Konidia «
Metula <
Vesikel *
Fidid <

Konidiofor <

Karakteristik  morfologi

makroskopis dan

mikroskopis kapang yang diamati diantaranya
warna permukaan koloni, reverse of colony,
radial furrow, diameter koloni, exudate drop,
dan

bentuk conidial head.

Morfologi mikroskopis A.niger PAM18A (100x10) pada medium MEA (Malt Ekstrak Agar) umur 7 hari,

suhu 25°C.
ﬁaben_l Cin Maktoskopis dan mikreskopis 4. suger PAM 134 yang disambubkan pada beberapa medium womr 7 hart, subu 25°C
Pengamatan Janis hledimm
CYAZS CYA3T CYX08 CZ LMEA
Malroskopis
Dizmeter Koloni TR mm 65 mm 34 mm 80 mm SEmm 50-70%
Wama keloni hitam itam hitam hitam hitam ‘hitam*
Reverse af colony tidak berwama  tidak benwama kxam patih tidak benwvama tidak berwama®
MIizalim tipiz Tipiz t=hal Tpiz tahal tabal, parih*
Ridiad firrow - - - - - -
Evudre drop + + + + + +*
Milaroskopis
Kaonidia
-Bennik giobose Elobaze globose slobote Elobaze Flobose®
-Drizmeter 153um 3-3.5 um -4 pm 4,5-5 um 3-5um 3-5 pm*
-Pernnikaan kazar kazar lazar kazar kazar kzzar®
Konidiefor
-Permmikasn halnz hahis halns halns hahiz haluz*
-Panjang 270,5-280 pm 230-203 um 270-290 pm 260-283 pm 287.5-300 pm -
Vazikel
-Eennik globose Eloboze globose Flobose Elobase globose*
-Drizmeter 56-60 wm 54-560 um 40-28 um 50-55 um §2-70 pm 12-20 e
Cowisdial head
-Euzunan Bbizerimme Biseriare Bbizgriare Bizgriare Bizerime bireriate®
Ilzrula
-Wama Panjang coklat, 8-12pm  coklst @-14pm  cokdar, Twm cokdat7-10pm coldar 10-13 pm cokdar, 12-20 pm*
Fialid

cokla W
pis dex milooskopis A, ndger

Coapaics Fazast with J05 Sucroea), OF (Coapeic D dgar]; dan MEA (Walt Elovrek dgar).

Morfologi makroskopis dan mikroskopis dari
Aniger PAMI18A (40x10) pada berbagai
medium umur 7 hari, suhu 25°C.
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Keterangan :

A1, Az Az As @ permukaan koloni, reverse colony,
konidiofor dan spora pada medium CY A37°C

Bi, By, Bs, Bas :permukaan koloni, reverse colony,
konidiofor dan spora pada medium CY A25°C

Ci, Cp GC; C4 permukaan koloni, reverse colony,
konidiofor dan spora pada medium MEA

Di, D2, D3, D4 :permukaan koloni, reverse colony,
konidiofor dan spora pada medium CY 20S

Ei, E; Es, Es permukaan koloni, reverse colony,
konidiofor dan spora pada medium CZ

Hasil pengamatan karakterisas pada
Tabel 4.1, Gambar 4.1 dan Gambar 4.2
menunjukkan bahwa isolat kapang yang
digunakan termasuk dalam genus Aspergillus,
karena memiliki karakteristik yakni morfologi
koloni yang berwarna hitam, vesikel berbentuk
globosebiseriate, conidial head berbentuk
globose dan berwarna coklat. Webster & Weber,
(2007) menyatakan bahwa Genus Aspergillus
termasuk  dalam filum Ascomycota, kelas
Eurotiomycetes, ordo Eurotiales, famili
Trichocomaceae. Menurut Samson et al. (2010),
genus Aspergillus dibagi menjadi beberapa
subgenus, yaitu Fumigati, Circumdati, dan
Ornati. Tiap subgenus terdiri dari beberapa
section, misalnya subgenus Circumdati terbagi
menjadi sectionflavi dan nigri.

Isolat kapang  yang digunakan
diidentifikasi sebagai A. niger PAM 18A, dengan
ciri-ciri isolat sebaga berikut koloni yang
berwarna hitam, konidia yang berbentuk globose
dengan diameter berkisar 3,5-4,5um dan conidial
head yang berbentuk radiate (Klich, 2012).A.
nigerbersifat ubikuitus dan dapat ditemukan pada
buah anggur, kopi, jagung, bawang, udara dalam
ruang tertutup dan tanah. Secara fisiologi A.
niger bersifat halo-toleran, dapat bertahan dan
tumbuh dengan baik pada suhu dan pH yang
tinggi serta konidia yang berwarna hitam
cenderung resisten terhadap radiasi matahari
(Samson et al., 2010). Beberapa spesies dari
genus  Aspergillustelahdilaporkan mampu
menghasilkan berbagai macam enzim
ekstraselular misanya amilase, selulase dan
protease. Enzim ini mempunyai peran penting
dalam bidang industri (Pandey et al., 1999 in
Suganthi et al., 2012). Anggota subgenus
Circumidati misalnya A. niger, dan A. awamori

telah diketahui memiliki kemampuan dalam
menghasilkan enzim protease dan banyak
digunakan dalam bidang industri makanan
(Berkaet al,. 1992).

Penentuan Aktivitas Enzim Protease.
Produksi enzim protease dari A. niger PAM 18A
dapat diketahui melalui aktivitasnya dalam
menghidrolisis substrat kasein menjadi asam-
asam amino penyusunnya. Penentuan aktivitas
enzim lebih tepat dilakukan dengan cara
mengukur produk yang dihasilkan, daripada
mengukur berkurangnya substrat. Satu unit
aktivitas protease didefinisikan sebagai sgjumlah
enzim yang dapat membebaskan 1umol tirosin
per menit, ha ini didasarkan pada proses
hidrolisis substrat kasein menjadi asam amino
penyusunnya. Nilai rata-rata aktivitas enzim
protease dari A. niger PAM 18A pada perlakuan
kombinas pH dan waktu inkubasi yang berbeda,
dapat dilihat pada Gambar 4.3.

16 [VALUE] (VALUE]
1.4 [VALUE]
1,2 A Hp
[\.r." LUE]G [\-'J-""‘-I-UE] [\.'r:‘L E] I'H z
1 ALUS pHE
[VALUE® [VALUE] VA LUIE]O i
0,8 pH9

0,6
0.4
0,2

Alktivitas Enzim (U/mL

C

- ] . {_:P - - 7
Waktu Inkubasi (hari)

Diagram batang rata-rata aktivitas enzim A.
nigerPAM18A  dengan berbagas  macam
kombinasi perlakuan pH dan waktu inkubasi

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam
(ANOVA) menunjukkan bahwa perlakuan pH
medium dan waktu inkubasi, berpengaruh
terhadap  aktivitas protease  ekstraseluler,
sedangkan kombinasi antara pH dan waktu
inkubasi tidak berpengaruh terhadap aktivitas
protease ekstraseluler yang dihasilkan A. niger
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PAM18A (p<0,05) (Lampiran 6.1.3). Aktivitas
enzim protease tertinggi yang dihasilkan A. niger
PAM18A pada penelitian ini ditunjukkan pada
perlakuan PoTs sebesar 1,495U/mL, yang
nilainya berbeda tidak nyata dengan kombinasi
perlakuan lainnya (Gambar 4.3). Berdasarkan pH
optimumnya protease diklasifikasikan sebagai
protease asam, netral, dan akain. Enzim
protease yang aktif pada rentang pH 8,0-12,0
dapat diklasifikasikan sebagai protease akalin
(North, 1989 dalam Yusriah, 2013).Devi et al.,
(2012), dalam penelitiannya mendapatkan bahwa
A. niger mampu menghasilkan aktivitas enzim
protease tertinggi pada hari ke-7 dengan rentang
pH antara netra hingga basa (7-9).Hasl|
penelitian Coral et al. (2013), mendapatkan
bahwa protease alkalin yang diproduks oleh A.
niger Z1 memnghasilkan nilai aktivitas enzim
sebesar 11,95 U/mg pada pH 8,5, waktu inkubasi
5 hari dan suhu 25°C.Hal ini terjadi karena isolat
A. niger Z1memiliki sifat alkalophilic, sehingga
memiliki pertumbuhan yang optimum pada pH
7-12.

[VALUE]?

=
(92}

VALUE]?
1 [VALUE] (¥ALUE]

wn

=

Aktivitas Enzim (U/mL)

7 Tl 9
p

Diagram batang pengaruh varias pH terhadap
aktivitas enzim protease (U/mL) dari A. niger
PAM18A.

Keterangan : Angka-angka yang diikuti huruf kecil yang
sama menunjukan berbeda tidak nyata berdasarkan uji
BNT dengan taraf kepercayaan 95%.

Hasil uji lanjut BNT (5%) (Lampiran
6.1.4) untuk pengaruh setigp perlakuan pH

medium menunjukkan perbedaan yang nyata
terhadap aktivitas enzim protease yang
dihasilkan oleh A. niger PAM18A (p<0,05)
(Gambar 4.4). Gambar 4.4 menunjukkan bahwa
kenalkan nilai  aktivitas enzim protease
berbanding lurus dengan kenaikan pH. Nilai
aktivitas enzim terendah pada pH 7 dan tertinggi
pada pH 9. pH medium pertumbuhan yang
berbeda-beda akan mempengaruhi permeabilitas
sel kapang dalam mensekresikan enzim. Dengan
demikian dapat dismpulkan bahwa faktor pH
yang memberikan pengaruh terhadap aktivitas
enzim proteasedengan nilai tertinggi pada pH 9.
MenurutAbidi et al. (2014), A. niger yang
diisolas dari buah jeruk dapat aktif bekerja pada
kisaran pH 7-10.Enzim merupakan polimer dari
asam amino yang memiliki muatan positif,
netral, maupun negatif. Hal ini menyebabkan
kinerja enzim dipengaruhi oleh keberadaan ion
H* (asam) atau OH" (basa). lonH" yang berada
pada gugus karboksil (COOH") sisi aktif enzim
akan menarik ion OH" saat medium pada kondisi
basa.Gugus ionik berperan penting daam
menjaga konformas sisi aktif enzim untuk
mengikat dan mengubah substrat menjadi produk
(Ngili, Y. 2010).

1,15 [VALUE]
= !
£ - [VALUE]"
Elos [VAWUEP:
i,
@
= 1
éi},t‘rﬁ

5 6 7

Waktu Inkubasi (hari)
Diagram batang pengaruh varias waktu inkubasi
(hari) terhadap aktivitas enzim protease (U/mL)
dari A. niger PAM18A.
Keterangan : Angka-angka yang diikuti huruf kecil yang
sama menunjukan berbeda tidak nyata berdasarkan uji
BNT dengan taraf kepercayaan 95%.
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Hasil uji lanjut BNT (5%) (Lampiran
6.1.4) pengaruh waktu inkubas terhadap
aktivitas enzim yang dihasilkan oleh A. niger
PAM18A  menunjukkan perlakuan waktu
inkubasi 6 hari berbeda nyata dengan perlakuan
waktu inkubas 5 hari dan 7 hari (p<0,05)
(Gambar 4.4). Ha ini menandakan bahwa
perlakuan waktu inkubasi pada penelitian ini
berpengaruh terhadap aktivitas enzim yang
dihasilkan oleh  A. niger PAM18A.

Peningkatan biomassa miselium (Tabel
L.3.3.1) dan aktivitas enzim protease (Gambar
4.4) yang dihasilkan oleh kapang A. niger PAM
18A ditunjukan pada waktu inkubasi hari ke-6.
Ha tersebut kemungkinan karena kapang A.
niger PAM18A berada pada fase pertumbuhan
logaritmik atau fase eksponensial. Selama fase
ini terjadi degradass medium kasein yang
digunakan untuk pertumbuhan.

Menurut Brock & Madigan (2012),
enzim digolongkan sebagai metabolit primer
yang biasanya akan dibentuk pada fase
pertumbuhan logaritmik. Fase ini pertumbuhan
sel akan terjadi dengan cepat dan produksi enzim
akan meningkat. Waktu inkubasi memiliki peran
penting dalam aplikas enzim pada bidang
industri untuk menghasilkan produkyang bernilai
komersil. Terlihat penurunan aktivitas enzim
pada waktu inkubasi hari ke-7 untuk seluruh
perlakuan variass pH (Gambar 4.5), namun
penurunannya tidak terlalu besar. Penurunan
aktivitas enzim akan terjadi apabila kapang
tersebut berhenti tumbuh atau protein yang
terdapat pada substrat sudah habis diuraikan
menjadi asam amino yang lebih sederhana

Penentuan Kadar Protein. Penentuan
kadar protein dalam penelitian ini dilakukan
analisa secara kuantitatif dengan metode Lowry
berdasarkan kurva standart BSA (Bovine Serum
Albumin). Kadar protein harus diketahui agar
dapat menentukan aktivitas spesifik enzim
terkait per milligram protein (Clark, 1997,
Pierce, 2005). Gambar 4.6 menunujukan nilai
rata-rata kadar protein A. niger PAM18A pada
berbagai perlakuan kombinasi pH dan waktu
inkubasi yang berbeda.

0,5 [VALUE] [VALUE]J0O  [VALUE]

04 [VALUJE] [VA Li,l E] mpH7

pHE
WALUE]D
]a

0,3 [VALLYE)LYE] [ [VALL pH9

0,2

=10 (g protein/mL)

Diagram batang rata-rata kadar protein dari A.
niger PAM18A dengan berbaga macam
kombinasiperlakuan pH medium dan waktu
inkubasi.

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam
(ANOVA) (Gambar 4.6) menunjukkan bahwa
perlakuan kombinass pH dan waktu inkubasi
tidak berpengaruh terhadap kadar protein yang
dihasilkan oleh A. niger PAM 18A, dan berbeda
tidak nyata untuk setiap kombinas perlakuannya
(p<0,05) (Lampiran 6.2.3). Perlakuan variasi pH
medium berpengaruh terhadap kadar protein,
sedangkan perlakuan waktu inkubas tidak
memberi pengaruh terhadap kadar protein yang
dihasilkan oleh A. niger PAM18A (p<0,05)
(Lampiran 6.2.3).

Kadar protein A. niger PAM 18A
tertinggi terjadi pada perlakuanPyTe Yaitu
sebesar 0,460 mg/mL, dan berbeda tidak nyata
dengan kombinasi perlakuan lainnya (Gambar
4.6). Peningkatan kadar protein terlihat pada hari
ke-5 hingga ke-6, ha tersebut terjadi karena
kapang A. niger PAM 18A berada pada fase
pertumbuhan logaritmik (Gambar 4.6). Saat A.
niger PAM18A berada pada fase ini, daya
katalitik enzim menjadi tinggi dan asam-asam
amino (produk) yang dihasilkan juga akan
meningkat, dimana enzim sendiri tersusun atas
asam-asam amino. Menurut Pierce (2005),
kandungan protein di dalam enzim sangat
berpengaruh terhadap daya katalitik enzim
tersebut. Adanya peningkatan kadar protein
dalam suatu enzim, maka daya katalitiknya juga
akan meningkat. Keberadaan protein lain juga
dapat menyebabkan nilai kadar protein menjadi
naik. Protein lain yang terlarut juga dapat terbaca
pada pengukuran yang menyebabkan nilai kadar
protein menjadi naik (Murray et al., 2003).

Terlihat pada Gambar 4.6 terjadi
penurunan kadar protein yang dihasilkan oleh A.
niger PAM18A pada waktu inkubasi hari ke-7
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untuk semua perlakuan pH medium. Hal tersebut
mungkin terjadi karena kapang A. niger PAM
18A mula berada pada fase kematian. Menurut
Kresnamurti (2001), semakin rendah aktivitas
enzim protease maka semakin rendah pula kadar
protein yang dihasilkan, karena terjadi akumulasi
sulfur sebagai hasil samping metabolisme suatu
sel. Saat kapang A. niger PAM18A berada pada
fase kematian terjadi akumulasi dari sulfur (hasil
samping metabolisme) dapat menyebabkan
terhambatnya sintesis protein terutama enzim,
sehingga pada kondisi tersebut kadar protein dan
aktivitas enzim akan menurun.

0,5 [VALUE]?
0,4 [VALUE]
03 LVALUE

0,2

0,1

Kadar Protein (mg/mL)

7 8 9

pH
Diagram batang pengaruh varias pH terhadap

kadar protein (mg/mL) dari A. niger PAM18A
Keterangan : Angka-angka yang diikuti huruf kecil yang
sama menunjukan berbeda tidak nyata berdasarkan uji
Duncan dengan taraf kepercayaan 95%.

Hasil uji lanjut Duncan (5%) (Lampiran
6.2.4) untuk pengaruh setigp perlakuan pH
medium menunjukkan perbedaan yang nyata
terhadap kadar protein A. niger PAM18A
(Gambar 4.7).

Penentuan Aktivitas Spesifik  Protease.
Penentuan aktivitas spesifik enzim protease
dapat diperoleh dengan cara membagi hasil
aktivitas enzim dengan kadar proteinnya. Satuan
dari aktivitas spesifik enzim yaitu jumlah unit
enzim per mg protein pada kondisi optimum.
Aktivitas spesifik enzim merupakan suatu
ukuran kemurnian yang ukuran nilainya akan
meningkat selama proses pemurnian (Wijaya,
2002). Gambar 4.7 menunjukkan nilai rata-rata
aktivitas spesifik dari enzim protease yang
dihasilkan oleh A. niger PAM18A dengan
perlakuan kombinasi pH dan waktu inkubasi.
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roteimn)

—

Diagram batang ratarata aktivitas spesifik
proteaseA. niger PAM 18A dengan berbagai
macam kombinasi perlakuan pH medium dan
waktu inkubasi.

Berdasarkan andisis sidik  ragam
(ANOVA) (Gambar 4.7) menunjukkan bahwa
perlakuan kombinasi variass pH dan waktu
inkubasi tidak berpengaruh terhadap aktivitas
spesifik enzim protease A. niger PAM 18A
karena F.hitung<F.tabel (p<0,05). Perlakuan
varias pH medium dan waktu inkubas juga
tidak memberikan pengaruh terhadap aktivitas
spesifik enzim protease yang dihasilkan oleh A.
niger PAM18A (p<0,05). Dapat dilihat pada
Gambar 4.7, nilai aktivitas spesifik enzim
protease tertinggi ditunjukkan pada perlakuan
PsTs yaitu sebesar 3,632U/mg protein, namun
berbeda tidak nyata dengan kombinasi perlakuan
lainnya. Hal ini menandakan bahwa pada kondisi
lingkungan tersebut kapang A. niger PAM 18A
dapat memproduks enzim protease dalam
jumlah tinggi. Suganthi et al.(2012), dalam
penelitian mendapatkan bahwa A. niger yang
berasal dari GRD Women’s hostel menunjukkan
aktivitas spesifik enzim protease tertinggi
sebesar 33,45U/mg pada pH 7,5, waktu inkubasi
7 hari dan suhu 40°C.

KESIMPULAN

Dari hasil pendlitian yang dilakukan
dapat dismpulkan bahwa isolat kapang yang
digunakan diidentifikas sebagai A. niger
PAM18A. Isolat kapang A. niger PAM18A yang
berasal dari tanah Desa sukolilo Barat,
Kecamatan Labang, Kabupaten Bangkalan,
Madura mampu menghasilkan aktivitas enzim
protease tertinggipada kondisi pH medium 8 dan
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waktu inkubas 5 hari sebesar 0,930 U/mLdan
kadar protein sebesar 0,268 mg/mL.
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