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Abstract

Protease is a protein hydrolytic enzyme which can be generated by a variety of microorganisms, including
mold. Aspergillusflavus K225, DUCC isindigenous mold isolated from lime soil of Madurawhichis have potential
asaalkaline protease producer. This research aims was to know the effect of ammonium sulfate as nitrogen source
for the production of protease enzymes by Aspergillus flavus DUCC-K 225. The production of alkaline protease were
conducted in submerged culture medium with agitation. Fermentation medium used was modification Czapeks Dox
Broth containing 2% casein. Incubation is carried out for 7 days. The results showed that ammonium sulfate is a
good source of nitrogen for growth and production of aklaine protease enzyme, which is demonstrated by higher dry
weight, the protease activity, the protein content and the specific activities, comparing those on standard medium
using sodium nitrate as N source.
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Abstrak

Enzim protease merupakan ensim hydrolase protein yang dapat dihasilkan oleh berbagai mikroorganisme,
salah satunya adal ah kapang. Aspergillus flavus DUCC K225, merupakan isolate kapang indigenous dari tanah kapur
Madura yang mempunyai potensi sebagai penghasil ensim protease alkalis. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh ammonium sulfat sebagai sumber nitrogen untuk produksi enzim protease oleh Aspergillus flavus DUCC-
K225. Produksi protease alkkalis dilakukan dengan teknik kultur terendam teragitas pada medium modifikasi
Czapeks Dox Broth yang mengandung 2% casein. Inkubasi dilakukan selama 7 hari. Hasil pengamatan menunjukkan
bahwa amonium sulfat merupakan sumber nitrogen yang baik, bagi pertumbuhan dan produksi ensim protease
alkalis, yang ditunjukkan dengan berat kering, aktivitas protease, kadar protein dan aktivitas spesifik yang lebih
tinggi dibandingkan hasil pada medium standar yang menggunakan natrium nitrat sebagai sumber N..
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PENDAHULUAN

Protease adalah enzim hidrolase yang
memecah senyawa protein melalui reaksi hidrolisis
menjadi bentuk molekul yang lebih sederhana,
seperti asam amino atau oligopeptida pendek.
Dalam dunia industry, protease merupakan enzim
penting yang telah dimanfaatkan secara luas,
diantaranya dalam produks detergen, penyamakan
kulit, tekstil, makanan, farmasi, hidrolisat protein,

serta dimanfaatkan pula untuk pengolahan limbah
industri (Nascimento dan Martins, 2004 dalam
Ahmed, et. al., 2008). Persentase penggunaan
enzim protease daam dunia industri saat ini
mencapai 65-70% dari keseluruhan enzim yang
dimanfaatkan untuk kebutuhan komersil dunia
(Huang, €t al., 2006). Kebutuhan dunia akan enzim
protease dewasa ini semakin meningkat, dengan
semakin bervariasinyaproses hidrolisis protein baik



Affan Dwicahyo, Isworo Rukmi, Sri Pujiyanto dan Nies S. Mulyani

dalam skala industri maupun rumah tangga, antara
lain penggunaan pH yang tinggi dan suhu yang
melebihi suhu kamar. Permasalahan tersebut dapat
diatas dengan penggunaan ensim protease alkalis
termotoleran. Ensim protease dapat dihasilkan oleh
berbagai jenis organisme, termasuk bakteri dan
kapang. Eksploras kapang penghasil protease
alkalis telah dilakukan oleh beberapa peneliti, hasil
yang diperoleh menunjukkan bahwa kemampuan
menghasilkan protease tertinggi ditemukan pada
genus Aspergillus, antara lain A. niger, A. flavus
and A. oryzae, dll.merupakan kapang penghasil
protease akalis (Preetha, 2012). Hasil eksploras
kapang penghasil protease akalis dari tanah kapur
di daerah Sukolilo Barat Madura yang dilakukan
oleh Rukmi, dkk. (2014), berhasil mendapatkan
isolat Aspergillus flawus DUCC K225 yang
potensial menghasilkan protease alkalis, dengan
aktivitas spesifik 0,1747 U/mg (Gambar 1).
Ketersediaan nitrogen sebagai salah satu unsur
kimia penyusun  protein di daam medium
fermentasi sangat penting, bagi pertumbuhan dan
metabolisme mikroorganisme, yang juga berarti
mempengaruhi produksi ensim. Produksi protease
alkalis dari beberapa Aspergillus sp. yang telah
dilakukan umumnya menggunakan medium
modifikasi Czapeks Dox Broth yang mengandung
2% kasein (Charles et al., 2008; Coral et al., 2003).
Padapenelitian ini digunakan amonium sulfat untuk
menggantikan natrium nitrat sebagai  sumber
nitrogen.

Gambar 1. Aktivitas proteolitik alkalis dari A. flavus
DUCC K225 (Rukmi, 2014)

BAHAN DAN METODE
Pemeliharaan A.flavus DUCC-K 225

Isolat  Aspergillus flavus DUCC-K225
ditumbuhkan pada medium miring PDA selama 7

hari pada suhu = 37°C, dan disimpan dalam |lemari
es sampai saat digunakan.

Pembuatan Inokulum (Charles et al., 2008)

Ke dalam biakan A. flavus DUCC-K 225 berumur 7
hari ditambahkan 5 ml larutan 0,1% Tween 80
steril, spora dilepaskan secara hati-hati, suspense
spora yang terbentuk di tentukan konsentrasinya
sampai 10%/ml.

Produks ensim (Charles et al., 2008; Coral et al.,
2003)

Produksi ensim protease alkalis dilakukan dengan
menginokul asikan suspensi spora A. flavus DUCC-
K225 (10°%/mL) sebanyak 1% (v/v) ke dalam 100
ml medium produksi yang mengandung (g/L)
Sukrosa 30; KCl 0.5; FeSO4 0.01; MgS0O4 0.5;
K2HPO4, 1.0; NaNO3, 2.0 2% kasein (w/v) dan
0,25 ppm kloramfenikol. pH medium diatur sampai
8.5 dengan penambahan NaOH. Pada medium
perlakuan NaNO3 digantikan dengan
(NH4)2SO4.Kultur diinkubasi  pada suhu 37°C di
atas ‘rotary shaker’ pada 120 rpm selama 7 hari.
Pemanenan ensim

Kultur A. flavus DUCC-K 225 yang telah diinkubasi
disaring dengan menggunakan kain kasa untuk
memisahkan propagule miselium, selanjutnya
disaring kembali dengan kertas saaring Whatman
No. 1. Filtrat selanjutnya disentrifugas pada
kecepatan 4000 rpm selama 20 menit pada suhu 4°C.
Supernatan yang diperoleh merupakan ensim
protease kasar. Miselium kapang yang dikeringkan
di dalam oven pada suhu 60°C sampai tercapai berat
yang konstan.

Aktivitas Protease (Charles, et al., 2008),

Sampel ensm kasar diambil 1 mL dan
ditambahkan ke dalam 1 mL kasein 2% (dalam
buffer Tris HClI 0,1 M , pH 8,6), campuran
diinkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit, reaksi
dihentikan  dengan  penambahan 2 ml
Trichloroacetic acid 0,4 M, dan diinkubasi kembali
selama 20 menit pada suhu 37°C. Larutan
selanj utnya disaring menggunakan kertas Whatman
no 1. Sgjumlah 1 ml filtrat ditambah dengan 5 mL
NaCOs; 04 M dan 0,5 mL folin fenol 0,5 M
dicampur homogen, diinkubasi pada 37 °C selama
20 menit. Absorbans diukur  pada panjang
gelombang (A) 660 nm. Satu unit aktivitas protease
didefiniskan sebagai jumlah ensim yang
dibutuhkan untuk menghasilkan 1 pmol tyrosine
dalam waktu 20 menit, pada suhu 37°C.
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Kadar Protein

Kadar protein ensim kasar diukur dengan metode
Lowry, dengan menggunakan standar Bovine
Serum Albumine (Devi et al., 2008).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Nitrogen merupakan makronutrient bagi
berbagai mahkluk hidup, termasuk kapang.
Kandungan senyawa nitrogen di dalam suatu
medium akan sangat mempengaruhi pertumbuhan.
Pertumbuhan miselium A. flavus DUCC K 225 pada
medium dengan sumber N ammonium sulfat,
ternyata lebih baik dibandingkan dengan medium
standar yang mengandung natrium nitrat sebagai
sumber N (Gambar 1.). Menurut Speight (2002),
ammonium sulfat merupakan jenis senyawa
anorganik yang terdiri dari unsur sulfur (24% berat)
dalam bentuk ion sulfat dan unsur nitrogen (21%
berat) dalam bentuk ion ammonium. Metabolisme
natrium nitrat menjadi amonium syang merupakan
salah satu prekursor asam amino penyusun protein,
terjadi melalui proses kimiawi yang lebih panjang
dibandingkan dengan metabolisme amonium sulfat.

120.0 111.3

100.0
82.0
80.0 E
60.0

40.0

Berat kering (g/L)

20.0

0.0

Standar Amonium sufat

Medium

Gambar 2. Berat kering miselium A. flavus DUCC K225
pada medium produksi inkubasi 7 hari.

Disamping itu sufat mengandung unsur S
yang diperlukan sebagai prekurson asam amino
yang mengandung sulfur, misalnya metionin dan
sistein.

[too dan Reshi (2014) menyatakan bahwa
untuk beberapa kapang, medium yang mengandung
nitrogen dalam bentuk amonium, memberikan
pertumbuhan  misdium yang lebih  bak
dibandingkan dengan nitrogen dalam bentuk nitrat.

Produksi ensm protease pada medium
dengan pH 9, dapat digolongkan sebagai protease
alkali.
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Gambar 3. Aktivitas protease A. flavus DUCC K225
pada medium standar dan medium amonium
sulfat, inkubasi 7 hari

Produksi protease dari A. flavus DUCC-K 225
pada media ammonium sulfat menunjukkan hasil
yang lebih tinggi dibandingkan dengan pada
medium standar (Gambar 2). Produks protease
dapat diamati melalui aktivitas enssm dari ensim
kasar. Hasi| ini sesuai dengan penelitian Devi et al.
(2008) yang menemukan bahwa produksi protease
alkalis tertinggi dari A. niger terjadi pada medium
dengan sumber N amonium sulfat.
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Gambar 4. Kadar protein A. flavus DUCC K225 pada
medium standar dan medium amonium
sulfat, inkubasi 7 hari
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Kadar protein pada ensm kasar yang
dihasilkan pada medium amonium sulfat Iebih
tinggi dibandingkan pada medium standar yang
mengandung natrium nitrat sebagai sumber N
(Gambar 3). Kadar protein yang dihasilkan cukup
banyak dipengaruhi oleh kandungan nutrisi
khususnya unsur nitrogen, yang tersedia dalam
medium fermentasi. lon amonium lebih mudah
digunakan untuk sintesis protein, dibandingkan
dengan ion nitrat. Menurut Kavanagh (2005) pada
umumnyajamur akan menggunakan ion nitrat pada
medium sebagai  sumber N, setelah mengubahnya
menjadi amonium melalui proses reduksi dengan
melibatkan enzim nitrat dan nitrit reduktase.
Ammonium kemudian akan diasimilas menjadi
senyawa glutamate dan glutamin. Kedua senyawa
tersebut berperan dalam metabolisme seluler (baik
primer maupun sekunder), termasuk produksi
protein enzim.
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Gambar 5. Aktivitas spesifik A. flavus DUCC K225 pada
medium standar dan medium amonium
sulfat, inkubasi 7 hari

Nilai aktivitas spesifik suatu ensim
menunjukkan tingkat kemurnian ensim tersebut,
aktivitas spesifik dihitung dengan cara membagi
aktivitas enzim (U/mL) dengan kadar protein
(mg/mL), sehinggadiperoleh nilai aktivitas spesifik
dengan satuan U/mg (Ketnawa et al. (2009).
Gambar 4. menunjukkan nilai aktivitas spesifik
protease dkalis A. flavwus DUCC-K225 pada
medium  ammonium  sulfat  lebih  tinggi
dibandingkan pada medium standar yang
mengandung natrium nitrat sebagai sumber N.

Seluruh hasil  pengamatan  menunjukkan

bahwa amonium sulfat merupakan sumber
nitrogen yang lebih baik dibandingkan natrium
nitrat, untuk produksi protease alkalis dari A.
flavus DUCC K 225.

KESIMPULAN

Penggunaan amonium sulfat dalam medium
produksi meningkatkan pertumbuhan dan protease
akalis A. flavus DUCC K 225.
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