


	
		×
		

	






    
        
            
                
                    
                
            

            
                
                    
                    
                        
                    
                

            

            
                                    Log masuk
                    Ayo Mulai
                            

        

        

        
            	Travel
	Technology
	Sports
	Marketing
	Education
	Career
	Social Media


            + Jelajahi semua kategori
        


            






    

        
                

                
        
            BAB 4 HASIL DAN PEMBAHASAN 4.1 Ekstraksi Enzim...

        


        




    
        
            
                

                
                
            

            
                
                1

8
                
            

            
                
                100%
Actual Size
Fit Width
Fit Height
Fit Page
Automatic


                
            

			
        

        
            
                
                
                
            

            
                

                

                
                    
                     Match case
                     Limit results 1 per page
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 BAB 4
 HASIL DAN PEMBAHASAN
 4.1 Ekstraksi Enzim Protease dari Mengkudu
 Penelitian ini dimulai dari pengekstrasian enzim protease dari mengkudu.
 Sampel berupa mengkudu didapatkan dari sekitar kota Malang. Ekstraksi enzim
 protease dilakukan dengan mengekstrak filtrat dari mengkudu dan diukur
 aktivitas proteolitiknya, selain itu juga didalam prosesnya ditambahkan berbagai
 jenis dan konsentrasi stabilisator serta kombinasi dua jenis stabilisator yang
 berbeda. Penambahan ini berfungsi sebagai menjaga kestabilan enzim dan
 berperan sebagai pengatur aktivitas enzim. Ekstrak yang didapatkan kemudian
 dilakukan pengujian aktivitas enzim dengan cara sebanyak 1 ml sampel
 dimasukkan tabung eppendorf kemudian ditambahkan 2 ml kasein dan 0,5 ml
 buffer. Didiamkan pada suhu ruang selama 30 menit, diinkubasi pada suhu 37°C,
 selama 10 menit. Setelah itu ditambahkan larutan TCA 2,5 ml. Kemudian
 disentrifugasi dengan kecepatan 4500 rpm selama 20 menit. Sampel yang telah
 disentrifugasi diambil 1 ml kemudian diencerkan sampai 5 ml untuk mendapatkan
 rata-rata aktivitas spesifik diukur dengan absorbansi 275 nm. Hasil ekstraksi
 dapat dilihat pada Tabel 4.1
 Tabel 4.1 Ekstraksi Enzim Protease Mengkudu
 Perlakuan Sampel Rata-rata Aktivitas Spesifik (U/mg)
 Kontrol A1 A2 A3 E1 E2 E3
 A1E1 A2E2 A3E3
 1,02 1,28 1,30 1,35 1,08 1,27 1,40 1,38 1,44 1,67
 Berdasarkan tabel 4.1 didapatkan hasil rerata aktivitas spesfik tertinggi
 ditunjukan oleh perlakuan penambahan asam askorbat 0,3% dan EDTA 15 mM
 (A3E3) yaitu sebesar 1,67 U/mg. Hal ini diakibatkan oleh adanya penggabungan
 stabilisator asam askorbat dan EDTA dengan konsentrasi tertinggi. Fungsi dari
 asam askorbat dan EDTA yaitu sebagai antioksidan yang mengurangi jumlah
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 oksigen yang dapat menginaktifasi enzim protease. Oleh karena itu semakin
 tinggi konsentrasi stabilisator yang ditambahkan maka semakin tinggi pula
 aktifitas spefisik yang ditunjukkan. Hal ini sesuai dengan literatur yang
 menyatakan bahwa asam askorbat merupakan senyawa yang efektif untuk
 menghambat aktivitas PPO (polyphenoloxidase) yang mengakibatkan reaksi
 pencoklatan. Asam askorbat akan mengurangi O-kuinon yang mengakibatkan
 pencoklatan enzimatis melalui proses reaksi deaktivasi. Selanjutnya, asam
 askorbat akan mengurangi jumlah oksigen, asam askorbat yang teroksidasi jadi
 dehydroaskorbat dan mencegah aktivitas PPO. Sedangkan EDTA dapat
 membantu dalam mengikat setiap ion logam yang dapat menyerang sisi aktif
 enzim dan dapat menginaktifasi enzim protease ( Bergmeyer, 1983).
 4.2 Isolasi dan Purifikasi Parsial Enzim Protease
 Enzim protease yang dihasilkan dari ekstrak mengkudu umumnya adalah
 enzim protease ekstraseluler, dimana enzim pemecah protein ini diproduksi di
 dalam sel kemudian dilepaskan keluar dari sel (Pelezar et al.,1997). Protease
 merupakan enzim ekstraseluler sehingga untuk isolasi enzim ektraseluler lebih
 mudah dibandingkan enzim intraseluler karena tanpa pemecahan sel. Proses
 isolasi enzim merupakan pelepasan enzim dari sel yang dapat dilakukan secara
 mekanik, fisik dan kimiawi melalui penghancuran membran dan dinding selnya.
 Isolasi enzim protease dari mengkudu diawali dengan memisahkan
 mengkudu dengan tangkai, ditimbang per 100 gram lalu dihomogenisasi, setelah
 itu disaring dengan kain saring tipis. Isolasi enzim protease dilakukan dengan
 sentrifugasi, enzim itu dilepaskan keluar sel atau medium pertumbuhannya.
 Produksi enzim kasar dilakukan dengan sentrifugasi pada kecepatan 10000 rpm
 pada suhu 4°C selama 30 menit. Enzim protease yang diperoleh dari
 proses isolasi enzim masih berupa enzim kasar ("crude"), sehingga perlu
 dimurnikan lehih lanjut dengan cara pengendapan menggunakan amonium
 sulfat dan dialisis, dengan tujuan memisahkan enzim dari komponen
 pengotor lain. Pengendapan dengan amonium sulfat lebih ser ing
 digunakan karena kelarutannya yang tinggi, pH moderat, relatif lebih
 murah, non toksik, dan tidak mempengaruhi aktivitas enzim (Janson and
 Ryden, 1998).
 Tingkat pengendapan enzim kasar dengan amonium sulfat 60%
 berdasarkan dari tingkat pengendapan yang mempunyai aktivitas spesifik
 paling tinggi yang telah dilakukan sebelumnya. Pada Tabel 4.2
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 ditunjukkan tingkat pengendapan amonium sulfat serta nilai aktivitas
 spesifik yang dihasilkan dari masing-masing pengendapan.
 Tabel 4.2 Aktivitas Spesifik Enzim Protease Kasar Pada Berbagai
 Tingkat Pengendapan Amonium Sulfat
 Kadar Tingkat A X Aktv.enzim Protein Aktv.spesifik
 Pengendapan % Sampel (µmol/ml) (Unit/ml) (mg/ml) (U/mg)
 40% 1 ml 17,179 0,237 9,793 0,024
 50% 1 ml 13,14 0,181 9,652 0,018
 60% 1 ml 18,654 0,258 9,159 0,028
 70% 1 ml 10,57 0,145 11,8 0,012
 Hasil penelitian yang ditunjukkan pada Tabel 4.2 dapat diketahui
 bahwa tingkat pengendapan amonium sulfat paling optimum yang
 menghasilkan aktivitas spesifik enzim protease kasar tertinggi adalah
 tingkat pengendapan amonium sulfat 60%. Sehingga pemurnian enzim
 protease kasar dilakukan dengan menggunakan pengendapan amonium sulfat
 60%.
 Pada proses pemurnian dilakukan beberapa tahap yaitu pemurnian amonium
 sulfat 60% dan dialisis. Metode pengendapan dengan konsentrasi garam bervariasi
 dilakukan dengan menambahkan garam amonium sulfat ke dalam ekstrak kasar
 enzim pada suhu rendah. Penambahan tersebut disertai dengan pengadukan pada
 suhu rendah (± 40C) agar enzim terhindar dari kerusakan (Sorensen et al., 1999).
 Pada penelitian, enzim kasar protease diendapkan dengan amonium sulfat
 60% selama semalam pada suhu 40C. Kemudian campuran disentrifugasi (7000
 rpm, 10 menit, 40C) untuk mendapatkan endapannya.
 Endapan yang merupakan enzim protease dilarutkan dengan bufer
 fosfat 0,05M kemudian didialisis. Dialisis dilakukan untuk menghilangkan
 monomer- monomer dan produk yang masih tercampur dengan enzim. Enzim yang
 telah didialisis ini diuji aktivitas proteasenya dan kadar proteinnya. Hasil analisis
 perbandingan enzim kasar, enzim setelah dimurnikan dan enzim setelah didialisis
 dapat dilihat pada Tabel 4.3
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 Tabel 4.3 Nilai Aktivitas Enzim dan Kadar Protein Enzim Protease Mengkudu
 Tahap Vol. Enzim Total Protein
 (mg)
 Total Aktivitas
 Spesifik (U/ml)
 Tingkat
 kemurnian
 Supernatan (Enzim kasar) 40 23,37 1,67 1
 Presipitasi (ammonium sulfat) 2,61 18,40 2,11 1,27
 Dialisis 7,10 9,58 3,18 1,90
 Hasil penelitian yang ditunjukkan pada Tabel 4.3 dapat diketahui bahwa
 supernatan enzim kasar sebanyak 40 ml mempunyai total aktivitas spesifik
 sebesar 1,67 U/ml dengan total kadar proteinnya sebesar 23,37 mg. Pada enzim
 kasar masih banyak mengandung senyawa-senyawa kontaminan yang dapat
 mengganggu aktivitas enzim. Tingginya kadar protein pada enzim kasar protease
 dapat disebabkan adanya komponen protein non enzim yang terukur.
 Hasil dari pemurnian dengan amonium sulfat hanya diperoleh 2,61 ml enzim
 dengan total kadar protein yang semakin menurun yaitu sebesar 18,40 mg.
 Aktivitas spesifik dari enzim setelah diendapkan dengan amonium sulfat juga
 mengalami peningkatan sebesar 2,11 U/ml. Menurut Wang et al., (2006),
 presipitasi dengan amonium sulfat adalah suatu metode menggunakan
 penambahan amonium sulfat atau mengubah kondisi lingkungan sehingga
 menyebabkan protein meninggalkan larutan dan membentuk partikel tidak larut
 dalam bentuk endapan.
 Aktivitas enzimnya terjadi peningkatan karena menurunnya jumlah
 kontaminan yang menghalangi sisi aktif enzim untuk berikatan dengan substrat.
 Penambahan amonium sulfat menyebabkan protein mengendap dan
 memisahkan protein dari kontaminan (molekul non protein) dengan bantuan
 sentrifugasi dingin. Menurut Davidson and Sittman (1999), penambahan
 amonium sulfat berpengaruh terhadap protein yang terendapkan selama proses
 pemurnian. Ion-ion garam amonium sulfat akan berkompetisi dengan protein
 untuk menarik molekul air. Ion-ion garam memiliki kelarutan lebih besar
 dibandingkan protein sehinggaion garam akan menarik molekul air dari protein.
 Protein-protein enzim akan berinteraksi membentuk gumpalan dan mengendap.
 Proses ini dilakukan pada temperatur rendah (4°C) sehingga protein akan
 mengendap tanpa terdenaturasi.
 Penurunan kadar protein setelah proses pengendapan dengan amonium
 sulfat dapat disebabkan protein dengan berat molekul besar (enzim misalnya)
 akan mengendap terlebih dahulu daripada protein dengan berat molekul kecil
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 sehingga diduga protein non enzim dengan berat molekul kecil akan berada
 pada supernatan dan akar terbuang pada saat dilakukan sentrifugasi. Faktor
 kadar dan kualitas dari amonium sulfat juga menentukan banyaknya protein
 yang mengendap.
 Tabel 4.3 juga menunjukkan bahwa pemurnian dengan menggunakan
 amonium sulfat mampu meningkatkan aktivitas spesifik enzim sebesar 1,27 kali
 yaitu dari 1,67 unit/mg menjadi 2,11 unit/mg. Beberapa penelitian terdahulu
 juga melaporkan bahwa metode pemurnian dengan menggunakan amonium
 sulfat dapat meningkatkan aktifitas spesifik protease. Penelitian Yandri dkk
 (2007) melaporkan bahwa aktifitas spesifik enzim protease dan Bacillus subtilis
 ITBCCB148 hasil pemurnian dengan amonium sulfat terjadi peningkatan jika
 dibandingkan dengan aktifitas spesifik enzim kasar sebesar 5 kali dari 0,25
 U/mg menjadi 1,25 U/mg. Menurut Rochima (2009), keberhasilan suatu tahap
 pemurnian ditandai dengan semakin meningkatnya aktivitas spesifik enzim
 setelah mengalami pemurnian.
 Dialisis merupakan proses pemisahan molekul-molekul yang lebih besar
 melalui membran semi permeabel, membran ini dapat dilewati oleh molekul-
 molekul kecil saja tapi tidak untuk molekul-molekul besar dan juga bertujuan tuk
 menghilangkan molekul-molekul dan kontaminan dengan berat molekul rendah
 yang berlebihan serta yang berpengaruh pada kestabilan enzim (Janson and
 Ryden, 1998).
 Enzim hasil pengendapan dengan amonium sulfat dimurnikan lagi dengan
 proses dialisis. Proses dialisis dilakukan menggunakan kantong selofan yang
 berukuran MWCO 12-14 kDa. Dialisis berlangsung selama 24 jam pada 40C,
 dialisis dengan menggunakan buffer fosfat 0,05 M pH 7 semalaman tujuannya
 untuk menghilangkan kontaminan dengan berat molekul rendah yang berlebihan
 sehingga berpengaruh terhadap kestabilan enzim. Hal ini terjadi karena
 konsentrasi bufer diluar tabung dialisis lebih rendah sehingga kontaminan
 dengan berat molekul yang lebih rendah berdifusi ke luar. Untuk mengetahui
 bahwa proses dialisis telah selesai, maka buffer natrium fosfat di uji dengan
 larutan HCI 0,01 M dan BaCl2 0,1 M.
 Hasil penelitian yang ditunjukkan pada Tabel 4.3 dapat diketahui bahwa enzim
 setelah proses dialisis menunjukkan nilai total aktivitas enzim terbesar yaitu 3,18
 U/ml dan kadar protein terkecil yaitu 9,58 mg. Setelah protein diendapkan dengan
 amonium sulfat dan dilarutkan dalam buffer fosfat, larutan tersebut mengandung
 residu amonium sulfat sehingga perlu didialisis untukmenghilangkan garam dan zat
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 terlarut lainnya. Menurut Sorensen et al.,(1999) jika kantong selofan yang berisi
 enzim dimasukkan dalam larutan buffer dengan konsentrasi lebih rendah,
 molekul kecil (berat molekul lebih kecil dari ukuran pori-pori kantung dialisis) di
 dalamnya, seperti garam, akan keluar melalui pori-pori kantong. Molekul kecil
 cenderung berdifusi ke larutan dengan konsentrasi yang lebih rendah sehingga
 protein yang memiliki berat molekul tinggi akan tertahan dalam kantong selofan.
 Semakin tingginya nilai tingkat kemurnian enzim menunjukkan semakin
 murninya enzim yang diperoleh dan proses dialisis. Tingkat kemurnian
 menunjukkan besar aktivitas spesifik enzim yang dimurnikan dibandingkan
 dengan aktivitas spesifik enzim kasar. Menurut Rochima (2009), keberhasilan
 suatu tahap pemurnian ditandai dengan semakin meningkatnya aktivitas spesifik
 enzim setelah mengalami pemurnian.
 4.3 Pembuatan Keju Cottage Dengan Enzim Protease Dari Mengkudu
 Setelah didapatkan enzim protease hasil dialisis, tahapan selanjutnya
 yaitu dlakukan proses pembuatan keju cottage dengan menggunakan enzim
 protease dari buah mengkudu dengan bebagai jenis variasi dan konsentrasi
 enzim protease. Pembuatan keju cottage dilakukan dengan penambahan enzim
 protease konsentrasi 0,02% (M1); 0,04% (M2); dan 0,06% (M3) serta kontrol
 positif menggunakan enzim rennet dengan konsentrasi 0,02% (v/v). Setelah
 dihasilkan keju cottage, selanjutnya dilakukan analisa kandungan gizi pada keju
 cottage dari enzim protease mengkudu. Berikut data analisa keju cottage dari
 enzim protease mengkudu yang terdapat pada table 4.4
 Tabel 4.4 Hasil Analisa Kandungan Gizi Protease Mengkudu
 Pelakuan Rendemen (%)
 Kadar Protein (mg)
 Kadar Lemak (%)
 Kadar Air (%)
 Kontrol M1 M2 M3
 9,46 8,99 9,93 10,86
 14,48 18,27 20,70 26,30
 16,70 15,43 16,17 17,98
 51,86 48,14 50,26 51,77
 Berdasarkan tabel 4.4 didapatkan hasil analisa komponen gizi terbaik yaitu
 pada perlakuan M3 (konsentrasi 0,06%) pada parameter rendemen 10,86%,
 kadar protein 26,30% dan kadar lemak 17,98%, sedangkan untuk kadar air
 menunjukkan nilai tertinggi pada kontrol yaitu sebesar 51,86%. Hasil ini
 menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi enzim protease yang
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 ditambahkan maka kandungan gizi yang dihasilkan semakin tinggi pula disemua
 parameter kecuali pada parameter kadar air.
 Nilai rendemen tertinggi yaitu pada perlakuan penambahan konsentrasi enzim
 protease 0,06% (M3). Hal tersebut diduga karena kemampuan enzim protease
 dalam menggumpalkan kappa-kasein sehingga menghasilkan rendemen yang
 lebih tinggi, dimana semakin banyak konsentrasi enzim protease yang
 ditambahkan maka semakin optimal proses penggumpalan yang terjadi sehingga
 rendemennya semakin tinggi. Tingginya kadar protein hasil analisa diakibatkan
 oleh metode pengukuran kadar protein yang digunakan yaitu metode kjedahl,
 cara pengukurannya yaitu mengukur kadar nitrogen total, sehingga bukan hanya
 protein dalam keju yang terukur melainkan kandungan protein yang berasal dari
 enzim protease pun akan ikut terukur. Selain itu juga karena keju cottage yang
 merupakan hasil koagulasi protein dalam bentuk dadih sehingga sebagian besar
 komponen dalam keju adalah protein (Egrina, 2010).
 Kadar lemak menunjukkan hasil yang semakin tinggi, hal ini diduga
 diakibatkan oleh bahan baku pembuatan keju berupa susu sapi murni. Hal ini
 berbeda dengan literature yang menyatakan bahwa pengaruh penambahan
 enzim protease mengakibatkan semakin menurunnya kadar lemak, karena pada
 literature menggunakan keju cottage dengan bahan baku susu skim yang
 memiliki kadar lemak yang rendah. Menurut Egrina (2010) susu skim memiliki
 kadar lemak yang rendah karena hasil proses pembuatannya yaitu pemisahan
 antara krim dan skim dalam susu dengan sentrifugasi. Krim memiliki berat jenis
 yang rendah karena banyak mengandung lemak. Sedangkan susu skim
 mempunyai berat jenis yang lebih tinggi karena banyak mengandung protein.
 Sehingga dalam sentrifugasi akan berada dibagian dalam.
 Kadar air dari semua perlakuan menunjukkan hasil yang sudah sesuai dengan
 SNI. Namun keju cottage dengan kadar air terendah ditunjukkan oleh keju
 cottage dengan penambahan enzim protease 0,02%. Bila dilihat dari kadar air
 dari beberapa produk keju lainnya dapat diperkirakan bahwa keju cottage
 dengan penambahan konsentrasi enzim protease 0,02% memiliki ketahanan dan
 keawetan yang lebih baik. Hal ini sesuai dengan pernyataan Egriana (2010) yang
 menyatakan bahwa kadar air yang terkandung akan mempengaruhi terhadap
 ketahanan suatu bahan atau produk makanan. Semakin sedikit kadar air yang
 terdapat dalam suatu makanan maka semakin tahan dan awet produk tersebut
 karena salah satu faktor pertumbuhan mikroorganisme adalah air yang
 terkandung dalam makanan tersebut.
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 4.4 Uji Organoleptik
 Setelah dilakukan analisa fisik dan kimia pada keju cottage, kemudian
 dilakukan analisa organoleptik keju cottage dari enzim protease mengkudu
 dengan menggunakan metode hedonic oleh 20 panelis tak terlatih. Hasil
 penilaian dari panelis dapat dilihat pada table 4.5.
 Tabel 4.5 Parameter Organoleptik
 Parameter
 Perlakuan
 Kontrol M1 M2 M3
 Bau
 Rasa
 Warna
 Tekstur
 Total
 Ranking
 6
 5,95
 5,95
 5,8
 23,7
 5,4
 5,55
 5,3
 5,45
 21,7
 3
 5,6
 5,8
 5,7
 5,65
 22,75
 1
 5,85
 5,6
 5,55
 5,7
 22,7
 2
 Berdasarkan tabel 4.5 menunjukkan tingkat kesukaan panelis tertinggi
 pada keju cottage dengan penambahan konsentrasi enzim protease 0,04% (M2).
 Hal ini diakibatkan oleh rasa serta tekstur keju yang enak dan juga memilki warna
 serta bau yang tidak begitu amis jika dibandingkan dengan keju cottage pada
 perlakuan M1 dan M3.
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