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ABSTRAK

SANTI MULYANI. Pemumian dan Pencirian Protease Senna dari Ekstrak Jamur
Shiimake (Lentinus edodes). Dibimbing oleh DONDIN SAJUTHI dan YANTI.

Shiitake (Lentinus edodes) adalah jarmmur untuk kesehatwn yang rendah kalori, tinggy
kandungan protein, kitin, zat besi, zink, serat, asam amino escnsial, vitamin, dan mineral.
Jamur shiitake telah digunakap lebih dan dua ribu tahun sebagm wakanan dan obat
tradisional di Jepang. Penelitian ini bertujuan memumnikan dan menainkan protease serina
dan ekstrak jamur shiitake.

Ekstrak protease kasar diperoleb dengan cara ekstraks jamur shiitake dalam SO
mM bufer universal pH 7. Ekstrak enzim dimurnikan dengan presipitasi amoniumn sulfat
kejenuhan 70%, dialisis (cuf off 10 kD), dan kromatograh penukar ion DEAE Sepharose.
Pemurnian menghasilkan dua fraksi enzam aktif. Aktivitas spesafik tiap fraksi adalah
6,855 U/mg (fraksi 7) dan 10,098 U/mg (fraksi 19). Eluat DEAE memiliki tingkat
kemumian 1,89 dan 2,75 kali lebih tinggi terhadap ekstrak kasar dengan tingkat
peroleban menurun hingga 0,4%. Hasil analisis SDS-PAGE 12% mempertihatian fraksi
protease terdiri atas 2 pita protein pada fraksi 7 (51 dan 47 kD) dan empat pita pada fraksi
19 (65, 51, 45, dan 37 kD). Aktivitas optimum protease dicapai pada suhu 50°C dan pH 7.
Uji zimogram 10% memperlihatkan bahwa protease mampu menghidrolisis substrax
kasewn, fibrinogen, albumnin, dan gelatin dengan konsentrasi 1% (b/v). Aktivitas enzim
protease kasar meningkat dengan adanya penambahan ion Na® dan Fe** (5 mM). Protease
ekstrak kasar dihambat spesifik oleb inhibitor fenitmetilsulfonilklorida, N-p-tosil-L-lisin
klorometilketon, dan soybean irypsine inhibitor sehingga digolongkan ke dalam
kelompok protease senna serupa tripsin.



ABSTRACT

SANTI MULYANI. Purification and Characterization of a Serine Protease from an
Extract of Shiitake Mushroom (Lentinus edodes). Under the direction of DONDIN
SAJUTHI and YANTL

Shiitake (Lentinus edodes) is healthful mushrooms which contains low calones,
proteins, chitins, zinks, dietary fiber, essential amino acids, vitamins, and minerals.
Shiitake has been used for over 2,000 years as a food and medicine in Japan. The
purpose of the research was to study the punfication and characterization of a serme
protease from an extract of shiitake mushroom.

The crude enzyme was obtained after the mushroom was extracted with 50 mM
buffer universal at pH 7,0. The extract of protease was purified using ammonium sulfate
70% saturation, dialyzed {(cut-off 10 kD), and ion-exchange chromatographed using
DEAE Sepharose. The process resulted two active fractions. The specific activity of the
purified enzymes were 6,855 U/mg (fraction 6) and 10,098 U/mg (fraction 19). It was
purified to 1,89 and 2,75 fold higher than that of the crude extract with a yield of 0,4%.
The enzyme revealed to have two protein bands at fraction 6 (51 and 47 kD) and four
protein bands at fraction 19 (65, 51, 45, and 37 kD). The optimum pH and temperature
were 7 and 50°C, respectively. Protease effectively hydrolyzed casein, fibrinogen,
albumin, and gelatin at 1% concentration by zymogram 10%. The protease enzyme
activity increased by the addition of Na' dan Fe'* ions (5 mM). This enzyme was
inhibited strongly by phenylmethylsulphonylfluonide, N-p-tosil-L-lisin klorometilketon,
and soybean trypsin inhibitor, indicating that it is a trypsine-like serine protease.
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PENDAHULUAN

Jamur pangan merupakan salah satu
komoditas bahan makanan bergizi tinggi yang
rendah kolesterol. Beberapa jamur pangan
komersial amara lain: jamur merang
(Vohariela volvaceae), jamur shitake
(Lentinus edodes), jamur shimej {(Pleurotus
sp.), jamur champignon (Agaricus bisporus),
jamur kuping hitam (duricularia polytricha),
jamur maitake (Grifola frondosa), jamur
merah atau ling-zhi (Garoderma lucidum),
jamur hiratake (Agrocybe aegerita), jamur
tange atau enokitake (Flamnmlina velutipes),
dan jamur kuping putih (Tremella fusiformis).
Karena nilai jualnya yang ekonomis, saat ini
kelompok jamur pangan tertentu seperti jamur
shiitake, shimeji, champignon, merang, dan
kuping sudah banyak dibudidayakan secara
luas di negara Asia, khususnya Indonesia,
Cina, Thailand, dan Malaysia.

Jamur merupakan salah satu makanan
alternatif bag) para vegetanan. Jamur dikenal
sebagai makanan sehat yang rendah kalon,
tinggi kandungan protein, kitin, zat besi, seng,
serat, asam amino essensial, vitamin dan
mineral.  Selain  kegunaannya  sebagai
komoditas pangan, beberapa jamur pangan
diketahui mengandung senyawa bioaktif yang
bisa menyembuhkan berbagai penyakit
generatif. Di Cina, penggunaan jamur sebagai
alternatif obat tradisional sudah dimulai sejak
duz nbu tahun sitam (Anonim 2000). Para ahli
meyakini selain dapat merangsang sistem
kekebalan, jamur juga mampu menaklukkan
kanker serta kolesterol tinggi (Nature’s
Impact 1998).

Salah satu jamur yang terkenal di Jepang

adalah  shiitake (L.edodes). Jamur ini
digunakan sebagai makanan dan obat
tradisional di Jepang sejak dua nibu tahun
yang lalu. Tudung jamur shiitake mengandung
senyawa polisakarida yaitu lentinan yang
bersifat sebagai imunomodulator sehingga
dapat digunakan sebagai obat antikanker dan
antitumor  {Boock 2000). Campurap jamur
shiitake dengan bahan umbi-umbian seperti
wortel dan lobak yang diwramu dalam bentuk
sup dapat bermanfaat sebagai obat antikanker.
Dalam ilmu pengobatan tradisional Cina,
jamur shiitake juga dipercaya mampu
melancarkan peredaran darah dalam tubuh
sehingga bisa bermanfaat vntuk melawan
serangan penyakit jantung Konsumsi jamur
shiitake  diyakint mampu  memrunkan
kekentalan darah dan menghindari
penyumbatan  pembuluh  darah &1 otak.

Selmbungan dengan khasiatnya tersebut,

maka jamur diduga mengandung komponen
enzim protease tertentu yang bisa membantu
proses penguraian darah kental atau beku,
yaitu protease fibrinolitik. Enzim fibrinolitik
merupakan kelompok enzim protease yang
mampu mendegradasi fibrin atan fibrinogen
(Nurachman 2001). Dalam tubuh, enzim
fibrinolitik atau plasmun diproduksi oleh sel
endotel dalam saluran pankreas. Seiring
dengan pertambahan usia dan juga pola
konsumsi pangan yang tidak seimbang, maka
produksi plasmin alami oleh tubuh akan
semakin berkurang sehingga kerja sistem
fibrinolitik dalam tubuh akan terganggu. Bila
hal imi berlangsung terus secara berkala maka
akan memicu timbulnya penyakit trombosis
yang akhimya mengarah pada berbagai
penyakit  degeneratif  seperti  stroke,
aterosklerosis, hipertensi, dan diabetes.

Unumnya sumber enzim fibnnolitik
berasal dari manusia (plasmin dan urokinase),
hewan (lumbrokinase dan desmoteplase),
tanaman (natokinase dan papain), serta
mikroorganisme atan bakien (streptokinase
dan stafilokinase). Sejauh ini informasi
sumber protease fibnnolitik yang diekstrak
dan jamur pangan masih terbatas sehingga
diperlukan penelitian tentang kemungkinan
adanya senyawa protein enzim khususnya
protease.

Penelitian im bermjuan melakukan
pemurnian dan peacirian enzim protease
serina dan ekstrak  jarmur  shiitake,
Diharapkan data karakteristik enzim tersebat
dapat dijadikan informasi dasar untuk
pemanfaatan jamur pangan sebagai alternatif
protein hewani yang kaya enzim untuk
peningkatan kualitas kesehatan masyarakat,
tensama pada kelompok usia lanjut.

TINJAUAN PUSTAKA
Jamur Shiitake (Lentinus edodes)

Jamur shiitake merupakan salah satu
Jamur pangan yang telah dibudidayakan untuk
kebutuhan konsumsi di  seluruh dunia
Shiitake disebut juga jamur shi, hioko,
donko, shiang-gu, shiang-ku, dan chinnese
black mushroom. Di Indonesia shiitake
dikenal dengan nama jamur kayu cokelat atan
jamur payung (Suhardiman 1998). Shiitake
telah memiliki sejarah panjang sebagai jamur
berkhasiat obat, dapat dimakan mentah atau
disajikan sebagai bahan sayuran serta
makanan olahan lainnya. Jamur shiitake
memiliki nama latin Lentinus edodes.



Secara morfologi shiitake mempunyai
batas tudung buah berbentuk tudung bulat
alau seperti payung dengan wama tudung
cokelat sampai cokelat gelap seperti terlihat
pada Gambar 1. Lebar tudung bervariasi
antara 2,5-9 cm dan memiliki selaput kutikula.
Pada bagian bawah tudung terdapat lamela
alau insang yang berisi spora. Tangkai atau
batang berwarna putih atau berwarna sama
seperti tudungnya dan sedikit agak keras.
Panjang tangkai tudung 3-9 cm dan
diameternya 0,5-1,5 cm (Suhardiman 1991).

Gambar 1 Jamur Shiitake.

Klasifikasi jamur shiitake (Ingold 1971):
divisi  : Thallophyta

subdivisi : Eumyces

kelas  : Basidiomycetes

ordo : Agaricales

famili  : Tocholomataceae
genus  : Lentinula

spestes : Lentinus edodes

Komposisi utama nutrisi jamur terdin dan
protein, asam lemak tak jemuh, dan
karbohidrat  (Tabel 1). Tabel 2
memperiihatkan bahwa jamur mengandung 9
jenis asam amino essensial bagi tubuh yaitu
lisin, metionin, triptofan, teronin, valin,
l[eusin, isoleusin, histidin, dan fenilalanin.
Karbohidrat jamur disimpan dalam bentuk
glikogen dan kitin. Jamur kaya akan vitamin
di amtaranya B; (tdamin), B, (riboflavin),
miasin dan biotin (Tabel 3). Selain itu, jamur
mengandung berbagai jenis mineral di
amaranya K, P, Fe, Ca, Mg, Mn, Zn, dan Cu

{Medicinal Mushroom 2001).
Tabel I Amnalisis proksimat shiitake (FAO
1972)
Proksimat Shiitake Smgake
separ kering

Kadar air (36) 91,8 15,8
Protein (%) 13,4 10,3
Lemak (%) 49 1,9

Karbohidrat (%) 78,0 52,3
Kadar abu (%) 3,7 5,5

Tabel 2 Kandungan asam amino shiitake

(FAO 1972)

. Jamur
Asam amino shitake
Isoleusina 218
Leusina 348
Lisina 174
Metionina 87
Sistina -
Fenilalamna 261
Tirosina 174
Treonina 261
Triptofan -
Valina 261
Arginina 348
Histidina 87
Alanina 305
Asam aspartat 392
Asam glutamat 1349
Glisina 218
Prolina 218
Serina 261
Total asam amino essensial 1748
Total asam amino 4962

Tabel 3 Kandungan vitamin dan mineral
shiitake (mg/100 g bahan kering)

(FAO 1972)
Kandungan Shitake  Shiitake
vitamin dan mineral kering basah
Tiamin 04 7.8
Riboflavin 09 49
Niasin 11,9 54,9
Vitamin C 0 0
Kalsium 98 12
Fosfor 476 171
Besi 8,5 40
Natrium 61 19

Pada talnm 1969 para timuwan Instinn
Penelitian Nasional yang berpusat di Tekyo
mengisolasi komponen polisakarida dan
shiitake yang dinamakan lentinan (Nature's
Impact 1998). Lentinan sudah diakui sejak
lama sebagai zat antitumor dan antikanker
serta dapat menurunkan kadar gula maupun
kadar kolesterol dalam darah. Senmyawa imi
bekerja menghambat pertumbuhan tumor
dengan sistem kekebalan sehingga tdak
bersifat toksik terhadap mamisia meskipun
dalam dosis tinggi. Ekstraknya juga terbukt
secara nyata dapat meaghambat pertumbuhan
virus flu. Pada tahun 1970 para peneliti di
Jepang menemukan bakwa asam amino yang
terkandung dalam jamur shiitake dapat

membantu memproses kolesterol di dalam



hati (Nature’s Impact 1998). Pada talum 1980
ditemukan bahwa jamur shiitake temyata
sangat berkhasiat untuk mengobati penyakit
heparitis B karena kemampuannya
memproduksi zat antibodi (Anonim 2000).

Protease Jamur Shiitake

Kelompok protease atau proteinase
bersifat komplek baik dalam daya katalisisnya
maupun sifat-sifat fisika kimianya. Golongan
enzim ini diproduksi secara ekstraseluler
maupun intraseluler, serta memainkan peran
penting didalam proses-proses metabolisme
sel dan regulasinya (Subartono 1992). Enzim
protease merupakan golongan enzim yang
termasuk kelas hidrolase, artinya
mengkatalisis pemecahan biomolekul atau
ikatan peptida pada protein dengan bantuan
air. Protease térdin dan proteinase dan
peptidase. Proteinase mengkatalisis hidrolisis
molekul protein menjadi fragmen-fragmen
polipeptida dan asam amino, sementara
peptidase mengkatalisis hidrolisis peptida
menjadi asam amino.

Klasifikasi protease berdasarkan
mekanisme kerjanya terdiri dari: (a) protease
serina yang memiliki residu serina pada sisi
aktifnya dan dihambat oleh diisopropil
fluorofosfat (DFP) dan fenilmetil sulfonil
fluonida (PMSF), (b) protease sisteina yang
memiliki gugus tiol (-SH) pada sisi aktifnya
dan hanya akan aktif jika ada senyawa
pereduksi  seperi. HCNfsisteina,  (c)
metaloprotease yang aktivitasnya tergantung
dari kation divalen dan dihambat oleh
senyawa pengkelat EDTA (etilena diamina
tetra asetat), (d) protease asam aspartat yang
memiliki residu asam aspartat pada situs
aktifnya dan dihambat oleh DAN (diazoasetil-
DL-norleusin metil ester) (Rao ef al 1998).

Jamur shiitake mampe melancarkan
peredaran darah dan digunakan sebagai obat
tradisional Cina untuk melawan serangan
penyakit jamtung.  Jamur im mampu
memuunkan  kekentalan darah  serta
menghindan penyumbatan pembutuh darah di
otak sehingga diduga mengandung komponen
enzim protease tertentu yang bisa membantu
proses penguraian darah kental atau beku,
yaitu protease fibrinolitik. Penyakit trombosis
disebabkan oleh penggumpatan darah di otak
(cerebral stroke) maupun di jantung
(myocardial infarcfion) dapat mengakibatkan
cacat bahkan kematian. Serat fibrinogen
adalah komponen protein utama di dalam
darah beku (gumpalan darab). Gumpalan
darah ini bisa dihancurkan oleh enzim-enzim

fibrinolitik. Pada manusia, reaksi penguraian
serat-serat fibrin terjadi melalui kerja enzim
plasmin. Plasmin terdapat ‘di aliran darah
dalam bentuk tidak aktif atau zymogen
dinamakan plasminogen. Kegagalan
mendegradasi gumpalan darah ditemukan
pada penyakit trombosis (Nurachman 2001).
Penggunaan enzim-enzim fibnnolitik dalam
medis adalah metode efektif yang dipakai
dalam terapi penyakit trombosis secara oral.

Pemurnian Enzim

Pemumian enzim beriujuan mengisolasi
enzim murni dengan aktivitas spesifik yang
tinggi. Secara umum pernurnian enzim dibagi
dalam tiga tahap yaitu ekstraksi, pemekaian,
dan fraksinasi. Pemilihan tahapan pemurnian
enzim secara tepat sangat berpengaruh
terhadap kriterta enzim mumi yang
dihasilkan.

Ekstraksi enzim bertujuan memisahkan
enzim dari sumbermnya  Proses ekstraksi
bergantung pada sumber dan lokasi enzim.
Berbagai metode ekstraksi enzim intrasetuler
yang umum dilakukan di antaranya

homogenisasi, sonikasi, freeze-thawing,
penambahan detergen, lisosim, dan
pengeringan  (Palmer 1991).  Ekstraksi

protease dilakukan dengan cara homogenisasi
sehingga diperoleh ekstrak kasar jamur.

Pemekaian enzim dilakukan umtuk
memisahkan  koosentrat  protein  dan
komponen biomolekul lainnya (karbohidrat,
lipid, dan asam mukleat). Berbagai metode
pemekatan yang biasa digunakan dalam
pemumnian enzim adalah presipitasi dengan
garam, pelarut organik, polimer, dialisis,
ultrafiltrasi, dan liofilisasi. Pemekatan enzim
protease dilakukan dengan garam amonmum
sulfat karena memiliki solubilitas yang tinggy,
tidak bersifat toksik, harganya murah, dan
tidak mempengamihi struktur protein (Roe
2001). Sementara presipitasi dengan pelarut
organik cenderung mendenanirasi  protein
pada subu agak tinggi, harganya mahal, dan
mudah terbakar. Sisa garam dan presipitasi
enzim dihilangkan dengan cara dialisis
menggunakan kantung selofan sehingga
konsentrat enzim bebas garam dapat
dimumnikan lebth lanjut melalui fraksinasi
enzim.

Fraksinasi merupakan tzhap akhir dalam
pemurnian enzim yang berbyjuan memisahkan
enzim dari protein bukan enzim lainnya
Metode fraksinasi umum untuk penmurmian
enzim meliputi kromatografi kolom dan
elektroforesis. Pemilihan metode



kromatografi kolom bergantung pada sifat
protein enzim yang ingin dipisashkan.

SDS-PAGE dan Zimografi

Elektroforesis adalah suatu cara untuk
memisahkan fraksi-fraksi suaty campuran
berdasarkan pergerakan partikel koloid yang
besrmuatan di bawah pengaruh medan listrik.
Cara elektroforesis telah digunzkan untuk
analisis virus, asam muikleat, enzim, protein
lain, dan molekul-molekul organik dengan
bobot molekul rendah seperti asam amipo. Di
dalam lantannya, protein enzim akan
bermuatan bergantung pada pH larutan dan
titik isoelektrik enzim.

Keberhasilan elekiroforesis dicapai dengan
penggunaan medium yang mengurangi atau
mencegah terjadinya konveksi dan tidak
bereaksi dengan sampel atau menghambai
pergerakan sebagai akibat terjadinya ikatan
aniara sampel dengan matriks. Dalam hal ini,
poliakrilamida merupakan medium yang
secara  kimiawi  bersifat inert.  Gel
poliakrilamida  diperoleh dengan cara
polimerisasi poliakrilamida dengan adanya
sejumlah kecil coss-linking agent metilena
bis-akrilamida dan amonium persulfat yang
juga bertindak sebagai inisiator terutama
dalam mengawali terjadinya poljmerisasi

Pengukuran aktivitas spesifik enzim dan
konsentrasi protein  dapat memberikan
informasi akan perkembangan dalam
pemurnian dan keutuhan enzim. Akan tetapi
data tersebut tidak selalu menunjukkan
keadaan katalitik enzim subjek karena adanya
kontaminan, isozim, dan enzim hidrolitik lain.
Untuk menghilangkan kekurangan tersebut
diusahakan pesampakan aktivitas enzim
secara in situ setelah elektroforesis melalui
reaksi spesifik enzim-substrat yang dikenal
sebagai teknik zimogram. Zimografi bertujuan
menganalisis aktivitas proteolitik (Liota dan
Stetler 1990).

Menurut Scopes (1987), teknik penentuan
enzim subjek pada kompomen  hasil
elektroforesis  disebut  sebagai  teknik
penandaan enzim spesifik (specific enzyme
‘szairing). Mekanisme kerja zimografi sama
dengan SDS-PAGE namun pada gel pemisah
ditambahkan suatu substrat protein (kasein,
fibrinogen, albumin, dan gelatin) yarg akan
berkopolimerisasi dengan akrilamida. Setelah
perisahan elektroforesis, substrat akan
didegradasi oleh enzim yang telah direnaturasi
kembali pada kondisi reaksi optimumnya
(sulu dan pH tertentu) selama waktu tertentu.

Kromatografi Kolom

Kromatografi adalah suatu metode
pemisahan yang dapat digumakap untuk
memisahkan suatu komponen dari komponen
lainnya atau memisahkan suatu komponen
dan sekumpulan komponen [ainnya. Metode
kromatografi merupakan teknik yang efektif
dan dapat digunakan untvk memisahkan
komponen yang sulit dipisahkan dengan
metode lain. Secara umum kromatografi
didefinisikan sebagai suatw proses yang
berdasarkan kepada distribusi (pembagian
atau partisi) yang bersifat diferenstal dan
komponen sampel di antara dua fase. Salah
satu fasa disebut fase diam atau stasioner yang
bertugas menahan gerakan komponen
sedangkan yang lainnya disebut fase mobil
atau fase gerak yang bertugas menggerakkan
komponen di antara fase stationer.

Dalam bemtuk pemisahan dan pemurnian
protein dikenal empat macam kromatografi
diantaranya kromatografi afinitas (affinity
chromatography), kromatografi gel filtrasi
(gel filtration), kromatografi penukar ion (ion
exchange  chromatography),  kromatografi
interaksi hidrofobik (hydrophobic interaction
chromatography) (Roe 2001). Kromatografi
penukar ion biasa digunakan untuk
memastikan kemumian dan produk akhir.
Tekntk im sesuai umtuk analisis karena
memiliki resolusi yang tinggi dan wakwm
pemisahan yang lebih singkat Analisis
kemurman dengan kromatografi penukar ion
berdasarkan sifat amfoter dan protein yaitu
memiliki muatan positif dan muatan pegatif
dengan total muatan tergantung dari pH
lingkungan. Pemilihan kolom jon exchange
berdasarkan titik isolistrik (pI) dan stabilitas
pH dari molekul protein tersebut. Pada nilai
pH di atas pl maka molekul zkan memiliki
muatan negatif sehingga kolom yang sesuai
umtuk digunakan adalah penukar anion.
Apabila di bawah pl maka molekul bermuatan
positf dan yang harus digunakan adalah
kolom penukar kation (Roe 2001)

Gugus fungsi pemukar anion atau kation
dibedakan sebagai gugus lemah ataw kuat
berdasarkan pengaruh pH pada muatan gugus
fungsinya Penukar anion lemah yang biasa
digunakan adalah dietilaminoetil (DEAE).
Prinsip dasar teknik penukar ion adatah
memsahkan biomoleku! berdasarkan muatan
ioniknya Biomolekul dibuat bermuatan agar
terikat pada media dalam kekuatan ion yang
rendah. Biomolekul dilepaskan dari media
dengan  menggunakan gradien garam.
Biomolekul dengan muatan ion paling kecil



akan keluar dielust lebih dahutu dibandingkan
dengan biomolekul dengan muatan ion lebih
besar. Semakin besar muatan ton maka
diperfukan larutan garam NaCl dengan
konsentrasi semakin besar pula.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Atat

Bahan-bahan yang digunakan adalah
jamur shiftake dari pasar swalayan di Jakarta,
kasein Hammersten (Merck), pereaksi
Bradford, standar L-tirosin (Merck), bovine
serumn albumin fraction V (Merck), amonium
sulfat teknis, bufer universal pH 3-12, tricloro
acetic acid (TCA) 0,1 M, pereaksi Folin
Ciocalteau (1:2), garam NaCl step wise, bufer
trisHCI pH 7, larutan Na,CO; 4 M,
etilenadiaminatetraasetat (EDTA), inhibitor
fenilmetilsulfomifluorida (PMSF), N-p-tosil-
L-hsin klorometilketon (TLCK), soybean
trypsin inhibitor (STI), pereaksi elektroforesis
(akrilamida, metilen bis-akrilamida,
bromfenol  biru, amoaium  persulfat,
tetractilmetilendiamina (TEMED), coomassie
brilliant blue R-250, tris, dan sodium dodecyl
suffate), triton X-100 2,5% (viv), standar
marker high molecular weight, sampel protein
(fibrinogen, gelatin, albumip), serta ion logam
(KCL, NaC}, LiCl, CaCl,, CuCl,, MgCl,
MnCl, ZaCl,, FeCly, dan AICL).

Alat-alat yang dipakai antara lain
spekirofotometer UV/VIS Optima,
inkubator Memmert, pH meter Orion, deep-
Jfreezer, kanhung dialisis cutr-off 10 kD Sigma,
kolom weak amion exchanger DEFAE
Sepharose Fast Flow Amersham Bioscience,
perangkat sel elektroforesis Bio Rad, tabung
eppendrof, mikro pipet Bio Rad beserta
tipnya, neraca amalitik Fisher Scientific,
tabung mikro, dan alat-alat gelas lainnya.

Metode Penelitian
Pembuatan ekstrak enzim kasar

Jamur pangan dicuci dengan air kran
mengalir kemmudian dipotong  kecil-kecil.
Jamur diekstrak dalam bufer universal 50 mM
pH 7 lalu dihomogenkan selama 5 menit.
Campuran  tersebut  disentrifusi  pada
kecepatan 4245 g dan suhu 4°C selama 10
menit. Supernatan yang dipzroleh sebagai
ekstrak enzim kasar.

Analisis aktivitas protease

Aktivitas protease diukur secara kuantitatif
dengan modifikasi metode Bergmeyer (1983)
menggunakan substrat kasein Hammarsten
2% (blv). Ada tiga perlakuan analisis yang
dilakukan yaitu blanko, standar, dan sampel.
Sebanyak 50 pl larutan enzim ditambahkan ke
dalam tabung eppendorf yang berisi 250 ul 50
mM bufer universal pH 7 dan 250 pl kasein
2% (bfv) sebagai substrat. Perlakuan pada
blanko dan standar, enzim digantikan dengan
akuades dan tirosin 5 mM.

Lannan tersebut diinkubasi pada suhu
50°C selama 10 menit (subu dan waktu
inkubasi optimum enzim). Sebanyak 500 ul
TCA 0,1 M ditambahkan umuk menghentikan
reaksi hidrolisis. Pada sampel ditambahkan 50
pl akuades, sedangkan pada blanko dan
standar ditambahkan 50 pl lanstan enzim.
Larutan diinkubasi kembali pada subu 37°C
selama 10 menit dan dilanjutkan dengan
sentrifugasi pada kecepatan 6384 g selama 10
menit unfuk memisahkan asam-asam amino
yang tidak mengendap.

Sebanyak 375 pl supernatan ditambahkan
ke dalam tabung reaksi yang berisi 1250 p!
Na,CO; 0,4 M dan 250 pl pereaksi Folin
Ciocalteau, kemudian dimkubasi kembal
pada sum 37°C selama 20 menit untuk
optimasi pewarnaan. Serapan larutan diukur
pada panjang gelombang 578 nm. Satu umit
aktivitas protease didefinisikan sebagai
jumlah enzim yang dapat meaghasilkan satu
pmol produk trosin per menit pada kondisi
pengukuran.

Anatisis kadar protein

Kadar protein ditentukan dengan metode
Bradford (1976) berdasarkan pengikatan
protean oleh senyawa pewama coomassie
brilliam blue. Sebanyak 100 pl larutan enzim
ditambahkan ke dalam tabung yang berisi 1
ml akuades dan | ml pereaksi Bradford.
Perlakuan pada blanko, larutan enzim diganti
dengan akuades. Larutan tersebui
dibomogenkan kemudian didiamkan selama
20 menit pada subu ruang Serapan lanutan
diukur pada panjang gelombang 595 nm.

Standar protein yang digunakan adalah
bovine serum albumin fraction V (BSA). Pada
kurva standar protein, lanten enzim
digantikan dengan BSA dengan kisaran
konsentrasi 0-03 mg/m] Konsentrasi protein



konsentrasi standar protein dengan serapan
lanutan.

Pemurnian protease

Ekstrak enzim kasar dipresipitasi dengan
amonium sulfat. Konseniras! garam yang
optimal dipesoleh dengan pengujian kadar
protein hasil presipitasi pada kejenuhan 30-
80% (blv) (Lampiran 2). Penambahan
dilakukan sedikit demu sedikit lale
disentrifugasi pada kecepatan 4245 g dan suhu
4°C selama 10 menit. Pelet yang dihasilkan
kemudian dilarutkan dalam 50 mM bufer
universal pH 7 dan didialisis dalam bufer
universal pH 7 (20 mM dan 50 mM) selama
tige kali menggunakan kamung dialisis
nitroselulosa asetat (cuf-¢ff 10 kD) (25 mm x
16 mm) (Sigma-Aldrich) sambl diagitasi.

Dialisat  dipekatkan dengan teknik
pengeringbekuan  menggunakan polietilena
glikol (PEG) dan diinjeksikan ke dalam kolom
HiTrap IEX DEAE Sepharose Fast Flow
(anion lemah). Sistem kromatografi distapkan
diantaranya pompa peristaltik, fraction
collector, dan kolom weak arion exchuanger
DFEAE Sepharose Fast Flow. Kolom diisi
dengan start bufer yaitu larutan bufer Tris-Cl
pH 7 konsentrasi 50 mM sampai pH di dalam
kolom memunjukkan pH 7. Hal yang harus
dihindan adalah masuknya udara ke dalam
kolom. Kolom dicuci dengan 10 mi bufer
Tris-Cl pada laju alir 3,0 m¥/menit. Bufer
elusi sebanyak S ml NaCl 1 M dialirkan
kedalam kolom. Keseimbangan akhir dicapai
dengan mengalirkan 10 ml bufer Tns-Cl pH 7.
Fraction collector diatur berdasarkan jumlah
tetes dengan volume fraksi 1 ml dan flow rate
30 ml/menit. Sebanyak 1 ml dialisat
diinjeksikan ke dalam kolom. Kolom dicuci
dengan 5 ml bufer Tris-Cl pH 7, kemudian
dielusi dengan 5 ml NaCl 0,5 M dan 1 M
diikuti 10 m! Bufer Trs-Cl pH 7. Semua
fraksi yang dihasilkan ditampung kemudian
diuji kadar protein dan aktivitas enzimnya.
Ehuat yang diperoleh sebagai protease murni
dujr kualnatif dengan analisis SDS-PAGE
dan zimografi. Lampiran | memperlihatkan
dizgram alir pemurmian protease dan shirtake.

Pencirian protease kasar dan murni

Pencirian protease diuji secara kuantitatif
dengan metode spektrofotometri (Bergmeyer
1983) dan kualitatf dengan analisis SDS-
PAGE (sodium dodecyl suifate-
polyacrylamide gel electrophoresis) dan

zimografi, yang meliputi penentuan bobot
molekul, pengaruh suhu, pengaruh pH,
pengarvh inhibitor, pengaruh ion logam,
spesifitas substrat, dan uji kualiatif dengan
SDS-PAGE dan zimografi.

Penentuan bobot moteknl. Bobot
molekul enzim ditentukan dengan analisis
SDS-PAGE (modifikasi metode Laemmh
1970) dan zimografi (modifikasi Garnelli
Piperno & Reich e/ al. 2001). Analisis
menggunakan gel poliakrilamida 12% dan
standar high molekular weight (HMW) yang
terdini dan protein standar miosin (205 kD),
B-galaktosidase (116 kD), fosforilase b (97
kD), fruktosa-6-fosfat kinase (84 kD), bovine
serum  albumin (66 kD), glutamat
dehidrogenase (55 kD), ovalbumin (45 kD),
dan gliseraldehida-3-fosfat dehidrogenase (36
kD).

Pengarub subo terhadap enzim.
Penentuan sulu optimum dilakukan dengan
menguji aktivitas enzim pada berbagai suhw
(27, 30, 37, 45, 50, 55, 60, dan 65°C) dalam
50 mM bufer vniversal pH 7. Supernatan
berupa filtrat enzim diuji aktivitasnya secara

Pengarub pH terhadap enzim. Optimasi
pH enzim dilakukan pada sulu optimum
dengan cara menganalisis aktivitas enzim
pada berbagai pH (3-12). Supernatan berupa
fitrat enzim diuji aktivitasnya secara
kuantitatif.

Pengaruh inhibitor. Penganih aktivitas
protease terhadap penambahan  inhibitor
berupa EDTA 0,01 mM, PMSF 0,01 mM,
TLCK 0,1 mM, dan STI 0,001 mg/ml
ditentukan dengan menginkubasi 100 yl
enzim dan 100 pl lantan senyawa tersebut
selama satu jam pada suhu ruang, lalu
dianalisis  aktivitas  residunya  secara
kuantitatif.

Pengaruh ion logam. Pengaruh aktivitas
protease terhadap penzmbahan ion logam
dilakukan dengan inkubasi 100 p} enzim dan
100 pl lanstan ion logam 5 mM selama satu
jam pada sulu ruang kemudian diuji
aktivitasnya secara kuantitatif. Logam yang
digunakan antara lain KCI, NaCl, LiCl, CaCl,,
CuCl,, MgCh, MnCl,, ZnCl, FeCl; dan
AICh,.

Spesifitas substrat. Uji aktivitas protease
pada suhu dan pH optimum dilakukan pada
berbagai substrat protein (kasein, gelatin,
albumin, dan fibrinogen) dengan konsentrasi
1% (biv). Aktivitas enzim  diuji  secara
kuantitatif menggunakan spektrofotometer
dengan pengukuran serapan larutan pada
panjang gelombang 578 nm.



Analisis SDS-PAGE dan Zimografi

Elektroforesis gel poliakrilamida yang
dikombinasikan dengan suatu detergen SDS
digunakan untuk memisahkan dan meneliti
jumlah dan ukuran (bobot molekul) raniai
protein dan rantai subunit protein. Sementara
zimografi merupakan salah satu  tekmk
elektroforesis yang bertujuzn  mendeteksi
aktivitas enzim proteolitik secara langsung.
Tahapan kerja yang dilakukan dalam analisis
SDS-PAGE dan zimografi meliputi preparasi
gel pemisah dan penahan, preparasi sampel
dan loading, kondisi running, pewamnaan gel,
dan pelunturan wama.

Preparasi gel pemisah dan penahan.
Pembuatan gel pemisah 12% untuk SDS-
PAGE dan 10% untuk zimografi, serta gel
penahan 4% dilakukan dengan komposisi
yang tertera pada Tabel 4.

Preparasi sampel dan loeding. Khusus
untuk SDS-PAGE, 20 pl sampel ditambahkan
dengan 5 pl bufer sampel yang mengandung
2-merkaptoetanol, lalu dipanaskan pada suhu
100°C selama 3 sampai 5 menit. Sementara
pada zimografi sampel dilarutkan dalam bufer
sampel yang tidak mengandung 2-
merkaptoetanol dan tidak memerifukan
perlakuan pemanasan. Tiap sampel dimasukan
ke dalam sumur gel dengan kisaran volume
10-20 ul, sedangkan volume standar marker
HMW yang digenakan S pl.

Kondisi running, pewarnaan dan
pcduntoran warna. Gel dijalankan pada
tegangan 100 V selama 1,5 jam dalam bufer
elekiroforesis. Pada SDS-PAGE, setelah
elektroforesis, gel langsung diwarnai dengan
menggunakan larutan pewarna coomassie
brilliant bBlue R-250 selama 15 menit.
Pelunturan wama pada gel dilakukan dengan
larutan  peluntur berulang kali sampai
diperoleh pita pratein biru dengan latar gel
bening Sementara pada zimografi, setelah
elekiroforesis, gel didenaturasi terlebih dahulu
dalam lanutan Triton-X 2,5% (viv) sambil
digoyang selama satu jam. Kenmdian gel
didigest: dalam 50 mM bufer universal pH 7
dan suhu 50°C (kondisi sulu dan pH optimum
enzim) selama 30 menit. Gel diwarnai dengan
lanitan pewarna selama !5 menit. Warna gel
ditunturkan menggunakan larutan pelentur
berulangkali sampai diperoleh pita enzim
proteolitik putth dengan latar gel biru. Gel
dibilas dengan akuades kemudian dilakukan
packing dan distmpan pada subu 4°C.

Tabel 4 Komposisi gel pemisah dan gel
penahan untuk SDS-PAGE dan

amog_raﬁ

Gel pemisah (ml) Gel
Pereaksi SDS-  Zimografi o oohan

12%
Larutan A 2,00 1,67 0,67
Larutan B 1,25 1,25 -
Larutan C - - 1,25
Kasein 1% - 1,00 -
Akuades 1,75 1,08 3,00
Amonium 0,10 0,10 0,05
persulfat
TEMED* 0,01 0,01 0,005
Total 5,00 5,00 5,00

*TEMED=N,N,N’ N’tetraetilmetilenadiamina
HASIL DAN PEMBAHASAN
Pemummian Protease L edodes

Ekstrak enzim protease kasar diendapkan
dengan menambahkan garam amonium sulfat.
Daya larut protein dapat berkurang bila dalam
larutannya ditambahkan garam sehingga
protein akan terpisah sebagai endapan. Garam
dapat menstabilkan protein dari denaturasi,
proteolisis maupun kontaminasi bakter.
Proses ini berdasarkan prinsip salfing out
yang meningkatkan kekuvatan ton. Menurut
Roe (2001) presipitasi atau pengendapan
protein dapat terjadi oleh perubahan pH atau
kekvatan ton, adanya penambahan pelarut
organik atan senyawa lainnya sehingga
molekul  protean  berkumpul.  Garam
ditambahkan dalam bentuk padatan agar
perubahan volume tidak terlalu besar.
Penambahan garam dilakukan sedikit demi
sedikit pada suhu rendah dengan bantuan
pengaduk magnretic pada kecepatan rendah
uatuk menghindari perubahan kelanitan
mavpun denaturas: protein. Presipitasi
ekstrak enzim dengan amonium sulfat diuji
pada konsentasi kejenuhan amonium sulfat
30-90% (b/v).

Hasil presipitasi pada berbagai konsentrasi
amonium sulfar diukur kandungan proteinnya
dengan pengukuran serapan pada panjang
gelombang 595 nm. Konsentrasi yang dipilih
adalah yang memberikan kadar protein
terendah pada supernatan yaitu konsentrasi
amonium sulfat 70% dengan nilai 0,025
mg/ml. Pada konsentrasi ini protein dianggap
telah terendapkan pada pelet secara
maksimum. Konsentrasi amoaium sulfat 80%



memiliki nilai kadar protein yang lebih rendah
namun tidak dipilih karema kadar garamnya
terlalu unggi. Endapan dipisahkan melah
semnﬁjgasn agar tidak mengkonaminasi
enzim yang terkumpul kemudian dilarutkan
dalarn 50 mM bufer universal pH 7.0.
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Gambar 2 Pengaruh konsentrasi amonium
sulfat terhadap kadar protein pada
supernatan ekstrak shiitake.

Nilai aktivitas spesifik protein pelet
sebesar 3,268 U/mg dengan perolehan enzim
sekitar 30%. Tingkat kemumian enzim
menjadl 0,9 kali setelah pengerdapan 70%
amonium sulfat dibandingkan ekstrak kasar
enzim, Penurunan kemuraian ini
kemungkinan disebabkan konsentrat enzim
masih m garam dan molekul-
molekul kecil seperti ion logam, inhibitor, dan
peptida kecil lainnya sehingga nilai aktivitas
spesifiknya menjadi keci). Aktivitas spesifik
enzim mesupakan total aktivitas yang dimiliki
enzim protease tiap miligram protein enzim.
Peroclehan sebenarnya merupakan rendemen
dani  aktivitas enzim protease. Hal ini
bertujuan mengetahui sejaub mana pengaruh
dart tiap tahapan isolasi enzim terhadap
aktivitas enzim protease.

Pengaruh garam pada protein enzim dan
hasil presipitasi dihilangkan dengan cara
dialisis menggunakan kantung nitrosetulosa
asetat (cutr-off 10 kD) dalam bufer universal
pH 7 dengan konsentrasi 20 mM dan 50 mM.
Metode dialisis ini dapat menghilangkan
molekul-molekul pengganggu berukuran kecil
dan menggantikannya dengan larutan bufer
yang masuk ke dalam dialisat. Membran ini
dapat menahan molekul berbobot molekad 10
kD dan meloloskan molekul yang berbobot
molekul lebih kecil dari 10 kD. Perebusan
kanhmg dialisis 10 kD sebelum digunakan
menempel. Selama proses dialisis akan terjadi
difusi dan osmosis. Pada awal dialisis
konsentrasi garam di dalam kantung lebih
tinggi dari sekelilingnya sehingga larutan
bufer akan masuk menggantikan garam yang

keluar sampai tercapai keseimbangan
Tahapan ini dilakukan beberapa kali dengan
menggantt lanutan bufer setiap 2 jam karena
semua garam dan ion pengganggn tidak dapat
dihilangkan hanya dengan sekali dialisis
(Scopes 1987).

Dialisat dipekatkan untuk mengurangi
volume larutan enzim sehingga diperoleh
konsentrasi protein yang lebih tinggi. Protein
dikonsentrasikan atau dipekatkan dengan
penambahan  polietilena  glikol pada
konsentrasi tinggi sehingga aktivitas air
menurun, Polietilena glikol tidak bersifat
toksik, murah, tidak mumdah terbakar seperti
beberapa pelarut organik, dan memiliki efek
protektif terhadap protein. Penambahan
polietilena glikol akan menarik molekul air
sehingga protein akan tereksklusi dan bersatu
membentuk gumpalan endapan. Pemurunan
aktivitas total dan protein total terjadi setelah
pemekatan menggunakan polietilena glikol.
Hal ini mungkin disebabkan protein enzim
ikut lolos dari tabung dialisis walaupun dalam
jumlah kecil. Dhalisis dan pemekatan enzim
memberikan nilai aktivitas spesifik 9,612
U/mg sehingga tingkat kemmmnian enzim
menjadi 2,62 kali lebih murm dibanding
ekstrak kasar dengan perolehan enzim sekitar
23%.

Dialisat diinjeksikan ke dalam kolom
penukar anion DEAE-Sepharose Fast Flow.
Protein dielusi dengan NaCl 0,50 M dan | M
dalam 50 oM bufer Trns-HCl pH 7.
Kromatografi penukar ion memanfaatkan
perbedaan afinitas antara molekul bermuatan
di dalam larutan dengan senyawa yang tidak
reaktif yang bermuatan berlawanan sebagai
pengisi kolom. Pengerjaan kromatografi
pemukar ion didahului dengan mengelusi
protein enzim menggunskan pH bufer awal.
Protein diharapkan terikat kuat pada kolom
dan protein lain akan dibiarkan terelusi lebih
dahulu. Protein yang terikat pada kolom
dilepaskan dengan cara mengubah pH bufer
atan keluztan ion pelarut. Matnks DEAE-
Sepharose tersusun atas gel agarose 6% yang
berikatan silang dan memiliki gugus
dietilaminoetil yang bermuatan positif.
Matriks ini berlaku sebagai penukar amion
yang akan mengikat  protein-protein
bermuatan positif secara kovalen berdasarkan
densitas muatannya selama  fraksinasi.
Biomolekul dengan muatan ion paling kecil
akan keluar lebih dahutu dielusi dibandingkan
biomolekul dengan muatan ion lebih besar.
Semakin besar muatan ion maka diperfukan
larutan garam NaCl dengan konsentrasi yang
semakin besar.



Kolom penukar amon DEAE-Sepharose
Fast Flow vyang digunakan merupakan
prepacked sehingga lebih mengunhmgkan
dalam kolom telah tersusun dengan rapat dan
stabil sehingga bila sampel dan bufer dialirkan
akan terjadi pemisahan sesuai karakter yang
dimiliki gel dalam kolom. Nilai hasil
pemurnian  dengan kromatografi  kolom
dipengaruhi oleh tepat tidakmya pemilthan
teknik kolom yapg digunakan yang meliput
pemilihan jenis bufer pencuci, jenis kolom
anion, jems eluen, dan laju alr yang
digunakan Memurut Cotles (2001) apabila
kecepatan aliran yang digunakan terlalu cepat
maka akan terjadi pemisahan yang tidak
sempurna, seperti terjadinya pencampuran
fraksi yang dibutuhkan dengan fraksi yang
tidak dibutuhkan karena jarak keluarnya dari
kolom yang terlalu dekat. Sementara laju
aliran yang terlalu lambat bisa mengakibatkan
terjadinya difusi dan pelebaran puncak.

Gambar 3 memperlihatkan bahwa
fraksinasi menghasilkan dua fraksi enzim
aknf (fraksi 7 dan 19). Fraksi 7 muncul
setelah elusi oleh garam NaCl 0,5 M dan
fraksi 19 muncul setelah elusi menggunakan
NaCl 1 M. Elvat DEAE fraksi 7 dan 19
memiliki nilai aktivitas spesifik 6,855 U/mg
dan 10,098 U/mg dengan tingkat kemurnian
1,89 dan 2,75 kali lebih tinggi terhadap
ekstrak kasar. Perolehan enzim dari kedua
fraksi tersebut memuryn drastis dengan nilai
sekitar 4%. Peningkatan kemurnian eluat
dibanding ekstrak kasar membuktikan balwa
enzim protease shiitake berhasil dimumikan
dengan menggunakan kolom kromatografi
penukar anion DEAE. Data aktivitas enzim
dari tiap tahap pemurnian protease shiitake
dapat dilihat pada Tabel S.

Tabel 5 Hasil pemurnian enzin; protease shiitake
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Gambar 3 Fraksi protease shiitake dengan
kolom pemukar anion DEAE-
Sepharose Fast Flow pada
kondisi analisis: bufer elusi 50
mM Tris-HCI pH 7, NaCl 0,50 M
dan 1 M, laju alir 3,0 ml/menit,
dan volume elusi 1,0 ml/tabung.

Palmieni ef al. (2001) memwrnikan enzim
protease serupa subtilisin dani Pleurotus
ostreatus (PoSI) mendapatkan perolehan 95%
dengan kemurnian 2,64 kali setelah presipitas:
amonium sulfat dan perolehan 81% dengan
kemurnian 33,6 kali setelah kolom DEAE
Sepharose. Sememtara Peng ef al (2002)
memurnikan  enzim  fibrinolittk  Bacillus
amyloliquefaciens DC-4 subtilisin DFE yang
diisolasi dani “douchi” makanan Cina
tradisional dan fermentasi kacang-kacangan
mendapatkan  perolehan 90,2% dengan
kemurman 2,8 kali setelah presipitasi
amonium sulfat dan perolehan 15,8% dengan
kemurnian 7,9 kali setelah kelom DEAE.
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Tahap Vol AE Total [protein] Total Aspe  Perolehan  Tingkat
(mf) (U/ml) AE  (mg/ml) Protein (U/mg) (%) kemurnian

Ekstrak kasar 500 0,191 95,5 0,052 26 3,673 100 i

Presipitat 70 % 38 0,755 28,69 0,231 8,778 3,268 30,03 0,90

Dialisat +

et 11,25 1,961 22,06 0,204 2,295 9,612 23,10 2,62

Ehuat DEAE Sepharose fast flow

o Fraksi 7 1,00 0473 0473 0,069 0,069 6,855 0,495 1,89

o Fraks1 19 100 0414 0414 0,041 0,041 10,098 0,434 275




Pencirian Protease Shiitake
Peneatuan suho dan pH optimsum

Pengujian aktivitas protease dengan
modifikasi metode Bergmeyer (1983)
didasarkan pada reaksi hidrolisis substrat
kasein oleh protease dengan bantuan air
menjadi peptida dan asam amino. Asam
amino yang telah terbentuk dipisahkan dan
subsirat yang tersisa dengan mengenrdapkan
protein kasein (atau polipeptida berukuran
besar) menggunakan asam trikloroasetat
(TCA). Asam amino yang terbentuk akan larut
dalam TCA, sedangkan protein yang tidak
teshidrolisa akan mengendap. Protein yang
tidak terhidrolisa tersebut akan dipisahkan
dengan sentrifugasi. Asam amino yang telah
diisolasi diwamai dengan opereaksi folin-
ciocaltean agar dapat dilakukan pembacaan
pada daerah sinar tampak (diukur serapannya
pada 578 nm) (Scopes 1987). Intensitas warna
biru yang terbentuk akibat adanya reaksi folin
dengan protein sebanding dengan konsentrasi
kasein yang terhidrolisis.

Jamur shiitake memiliki aktivitas enzim
protease yang lebih tinggi dibandingkan jarmur
champignon (Agaricus bisporus). Gambar 4
memperlihatkan bahwa aktivitas protease
shiitake mencapai optimum pada sulu 50°C
selama 10 menit dalam 50 mM bufer universal
pH 7 dengan nilai sebesar 0,322 U/ml
Sementara sulm optimum enzim fibninolitik
yang diproduksi Bacillus amyloliquefaciens
dari douchi dicapai pada sulm 48°C (Peng ef
al.2002), Ophiostoma picece pada suhu 40°C
{Abraham & Breuil 1996), Chungkook-Jang
pada sutm 70°C (Kim er al 1996), dan
Armillaria mellea dicapai pada subu 33°C
(Lee ef al. 2005).
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Gambar 4 Pengaruh suhu terhadap aktivitas
enzim protease shiitake.
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Peranan suhu dalam reaksi adalah
mempercepat gerak termal molekul sehingga
akkup untuk memasuki tahap transisi
(Lehninger 1993). Umumnya semakin tinggi
subu maka laju reaksi kimia akan semakin
cepat sehingga aktivitas enzim akan
meningkat sampai dicapai subu optimum.
Gambar 4 memperlihatkan tesjadinya
peningkatan aktivitas enzim di bawah sulu
optimum (50°C) karena adanya kenaikan
energi kinetik yang mempercepat gerak
vibras), translasy, serta rotasi enzim dan
substrat sehingga memperbesar peluang
keduanya untuk saling berinteraksi (Suhartono
1989). Memurut Murmay ef al (1997)
kecepatan reaksi mula-mula meningkat
dengan naiknya suhu, hal ini disebabkan oleh
peningkatan energi kinetik pada molekul-
molektdyangbamkSL Pada akhirnya energi
kinetik emzim akan melampaui nntangan
energi unmuk memutuskan ikatan hidrogen dan
hidrofobik yang lemah yang mempertahankan
struktur sekunder-tersiernya. Pada Gambar 4
terlihat akfivitas enzim memirun pada suhm
65°C dengan sisa aktivitas sekitar 25%.
Penurunan aktivitas terjadi karena enzim
sebagai protein globular dapat terdenaturasi
olech subuw vyang terlalu  tingzm dan
menyebabkan  kehilangan  aktivitasnya.
Pengetahuan tentang sulm optimum dalam
enzim agar tetap dapat menjalankan aktivitas
katalitik tesbaik

Aktivitas enzim sangat tergantung kepada
pH. Dalam penentuan pH optimum digunakan
bufer universal pH 3-12 agar enzim berada
dalam kondisi lingkungan yang sama Hasil
pengamatan pengaruh pH terhadap aktivitas
protease shiitake memmjukkan optimum pada
pH 7 dengan nilai aktivitas enzim 0,430 U/m!
seperti terlthat pada Gambar 5.

Gambar 5 memperlihatkan pada kisaran
pH asam akbvitas enzim tidak berubah
ekstrim bahkan cenderung tetap sama. Pada
kisaran pH basa baru terlihat terjadinya
perubzhan aktivitas enzim secara ekstrim
bahkan aktivitasmya menurun drastis hingga
mencapai 0%. Perbedaan aktivitas katalitik
enzim akibat dari perubahan pH disebabkan
terjadinya perubahan muatan pada sist rantai
asam amino di permukaan enzim. Bila sisi
aknf enzim tidak sama dengan substrat maka
tidak terjadi reaksi. Pada pH optimum sisi
aktif enzim sama dengan substrat sehingga
aktivitas menjadi optimum dan diperoleh
aktivitas paling tinggi.

Profil aktivitas pH enzim
menggambarkan pH pada saat pemberi dan



penerima proton yang penting pada sisi
katalitik berada pada tingka! ionisasi yang
diinginkan (Lehninger 1993). Pada pH
tertentu (ekstrim)} dapat meayebabkan enzim
terdenaturasi sehingga kehilangan aktivitas
katalitiknya. Hal ini disebabkan oleh: (a) situs
atau gugus pengikat udak lagi dapat
mengakomodasi untuk berikatan dengan
substrat, (b) sisi katalitiknya tidak lagi dapat
berinteraksi dengan substrat secara baik
mengakibatkan putusnya ikatan kimia, dan (c)

adanya perubahan konformasi enzim (Brown -

1976).
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Gambar 5 Pengaruh pH terhadap aktivitas
protease shiitake.

Enzim fibrinolitik yang diproduksi
Bacillus  amyloliquefaciens dari  douchi
mencapai aktivitas optimum pada pH 9 (Peng
er al.2002), Ophiostoma piceae pada pH 7-9
(Abrabam & Breuil 1996), Chungkook-Jang
pada pH 10,5 (Kim e/ al 1996), dan
Armillaria mellea dicapai pada pH 6,0 (Lee ef
al. 2005).
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Gambar 6 Pengaruh waktu inkubasi terhadap
aktivitas protease shiitake.

Aktivitas enzim juga dipengaruhi oleh
waktu ikubasi. Wakiu inhzbasimempakan
waktu yang dipertukan oleh enzim uotuk

Halmldnsebabkanolehsemahnbanyaknya
enzim yang berikatan dengan substrat

sehingga produk yang dihasilkan semakin
banyak. Waktu inkubasi optimum enzim
protease adalah 10 menit Pada wakt
inkubasi di bawah 10 menit aktivitas relatif
enzim hanya 45% karena waktu inkubasi yang
singkat menyebabkan reaks1 antara enzim dan
substrat belum sempuma sehingga kompleks
produk yang sedikit. Aktivitas enzim memrun
setelah aktivitas optimum dicapai bahkan pada
waktu inkubasi 30 menit hanya menyisakan
aktivitas sekitar 37%. Hal ini disebabkan
enzim telah jemuh oleh substrat, penambahan
waktu inkubasi tidak sebanding dengan
penambahan kompleks enzim-substrat yang
terbentuk sehingga aktivitasnya memmun.

Penentuan bobot moleknl

Estimasi bobot molekul enzim ditentukan
dengan teknik elektroforesis khususnya SDS-
PAGE. Pengikatan SDS oleh protein akan
menyebabkan muatan intrinsik  ranta
polipeptida tertutupi sehingga muatan tiotal
protein per unit menjadi konstan. Inilah yang
menyebabkan pemisahan motekul protein bisa
berdasarkan bobot molekul (Dunn 1989).

Penggunaan SDS yang merupakan
deterjen  2nionik bertujuan memberikan
mupatan negatif pada protein yang akan
dianalisa. Protein yang terdenaturasi sempuma
akan mengikat SDS dalam jumlah yang setara
dengan bobot molekul proten tersebut
Denaturasi protein dilakukan dengan merebus
sampel dalam bufer yang mengandung B-
merkaptoetanol (berfungsi umuk mereduks:
ikatan disulfida), gliserol, dan SDS. Muatan
asli protein akan digantikan oleh muatan
negatif dari  anion yang terikat dan
menyebabkan kompleks protein-SDS
mermiliki rasio muatan per bobot molekul
yang konstan.

Keberhasilan elektroforesis dicapai dengan
penggunaan medium yang dapat mencegah
terjadinya konveksi dan tidak bereaksi dengan
sampel atau menghambat pergerakan sebagai
akibat terjadinya tkatan antara sampel dengan
matriks. Poliakrilamida merupakan medium
yang secara kimiawi bessifai inert. Gel
poliakrilamida  diperoleh  dari  hasil
polimerisasi anmtara monomer akrilamida
(CH=CH-CO-NH;) yang dihubungkan oleh
cross linking N'N'metilena bisakrilamida
(CH;=CH-CONH-CH,-CONH-CH=CH,).
Reaksi polimerisast ini dikatalisis oleh
N,N,N'N’-tetrametiletilendiamin (TEMED),



dengan amonium persulfat  ((NH4),S:05)
sebagai sumber radikal bebas yang akan
menginisiasi pembentukan polimer.
Pergerakan partikel di dalam media
tergantung kepada ukuran partikel dan ukuran
pori media penunjang. Ukuran pori gel
ditentukan oleh konsentrasi gel
poliaknilamida.  Konsentrasi gel yang
digunakan ada dua diantaranya gel penahan
4% (stacking gel) dan gel pemisah 12%
(separation gel).
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Gambar 7 Stuktur kimia beberapa pereaksi
yang digunakan dalam analisis
SDS-PAGE.

Analisis hasil elekwoforesis dilakukan
dengan pewamzan oleh larutan yang
mengandung coomasie brilliant blue karena
sangat sensitif dan mampu mendeteksi protein
02-05 pg. Protein akan berikatan dengan
pewama membentuk kompleks protein-
pewama. Kelebihan warna dihiangkan
dengan merendam gel dalam larutan peluntur
sehingga kelebihan wama yang tdak
berikatan dengan protein akan larut dan pita-
pita protein dapal dilihat sebagai pita
berwarmna biru dengan laiar belakang gel
bening. Bobot molekul protein diketahui
dengan membandingkan dengan pita-pita
protein standar.

Profil protease kasar shiitake yang diaman
dengan SDS-PAGE 12% memperlihatkan
jumlah pita protein sekitar wjuh pita dengan
kisaran bobot molekul 45-156 kD. Gambar 7
memperlihatkan protease murni eluat DEAE
memiliki jumlah pita protein dan ukuran
moleku! dari fraksi 7 sebanyak dua pita (51
dan 47 kD) dan fraksi 19 ada empat pita (63,
51, 45 dan 37 kD). Berkurangnya jumlah pita
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protein protease murni dibanding ekstrak
kasar menunjukkan bahwa enzim mumi
berhasil dipisshkan dengan fraksinasi kolom
pertukaran ton (Tabel 6). Standar yang
digunakan adalah marker HMW yang
mengandung protein standar miosin (205 kD),
Brgalaktosidase (116 kD), fosfonlase b (97
kD), fruktosa-6-fosfat kinase (84 kD), bovine
serum  albumin (66 kD), ghnamat
dehidrogenase (55 kD), ovalbumin (45 kD),
dan gliseraldehida-3-fosfat dehidrogenase (36
kD).
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Gambar 8 Analisis SDS-PAGE 12% pada
protease  kasar shiitake (c),
presipitat (p), dialisai (d), fraksi 7
(ey). fraksi 19 (e9). dan marker
HMW (m).

Tabel 6 Nilai bobot molekul protease shiitake
hasil SDS-PAGE 12%

Ekstrak Presi- Diali- Fraksi  Fraksi
kasar pitai sai 7 19
Jumlah 7 9 9 2 4
pita
Bobot 136 124 18 51 65
Molekul 113 98 102 47 51
94 86 94 45
78 78 78 37
65 68 68
54 62 59
45 51 49
45 43
37 36
Berdasarkan  hasit uji SDS-PAGE,

protease fibrinolitik dari kultur miselia
Armillaria meliea dilaporkan memiliki ukuran
molekul 21 kD (Lee er @l 2005). Enzim
fibrinolitikk yang telah diproduksi Baciflus
amyloliquefaciens DC-4 yang diisolasi dan
douchi makanan Cina tradisional dan
fermentasi kacang-kacangan memiliki bobot
molekul 28 kD (Peng et al. 2002). Analisis
SDS-PAGE pada protease serina dengan
aktivitas fibrinolitik dari dung beeiles



menghasilkan satu pita protein homogen
dengan ukuran 24 kD (Ahn et al 2005).
Sememtara enzim proteolitik dari Plewrotus
ostreatus menghasitkan ulkaran molekul 75
kD dengan SDS-PAGE dan 74 kD dengan
kromatografi filtrasi gel (Palmien ef al. 2001).
Enzim fibrinolitik yang diproduksi oleh
Bacillus sp. CK11-S yang diisolasi dari
Chungkook-Jang saus Korea Tradisional dari
fermentasi kacang memiliki ukuran molekul
28.2 kD (Kim ef al. 1996).

Pengaruh inhibitor

Ikatan inhibitor dengan enzim dapat
mengubah kemampuan enzim dalam mengikat
substrat sehingga mengubah daya katalisator
enzim. Hal ini karena struktur enzim sudah
mengalami perubahan fisik dan kimiawi
sehingga aktivitas hayatinya pun berbeda
(Suhartono 1989). Gambar 9 memperlihatkan
penambahan EDTA 0,01 mM sebagai
inhibitor protease logam meningkatkan
aktivitas protease kasar hingga 192% dengan
nilai aktivitas 0,619 U/ml. Penambahan PMSF
0,01 mM yang merupakan intubitor protease
serina mampu menghambat kuat aktivitas
enzim protease kasar hingga 16% dengan nilai
aktivitas 0,054 U/ml. Inhibitor STI 0,0t
mg/mi dan TLCK 0,1 mM (inhibitor protease
tripsin) juga menghambat kuat aktivitas enzim
protease kasar dengan nilai aktivitas 0,073
U/ml dan 0,015 U/ml sehingga aktivitas
residunya sekitar 22% dan 4%. Sementara
penambahan EDTA 0,01 mM hanya sedikit
meningkatkan aktivitas protease dialisat
shittake sekitar 116% dengan nilai aktivitas
0209 UW/ml Penambzhan PMSF, STI dan
TLCK tidak menghambat aktivitas proteolitik
dialisat dengan nilai aktivitas residu >80%.
Dengan demikian, enzim protease kasar
shiitake digolongkan dalam kelompok
protease serina serupa tripsin
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Gambar 9 Pengaruh inhibitor EDTA 0,01
Mm, PMSF 0,01 mM, TLCK 0,1
mM, dan STI 001 mg/mi
terhadap aktivitas protease kasar
dan dialisat shiitake.
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Enzim fibrinolitik dan Pleurotus ostreatus
termasuk jenis protease serina juga karena
dihambat spesifik oleh inhibitor PMSF dan
APMSF (Palmieri er al 2001). PMSF
menupakan inhibitor yang spesifik bag
trombin. Inhibitor PMSF akan bereaksi
dengan gugus -OH dari senina dan
menyebabkan terjadinya efek penghambatan
yang tidak dapat balik (Palmer 1991).

Pengaruh ton logam

Beberapa enzim memerfukan ion-ion
tertentu untuk menjaga kestabilan aktivitas
enzim. lon-ion tersebut dapat bertindak
sebagai inhibitor pada konsentrasi tertestu,
tetapi dapat juga menjadi aktivator pada
konsentrasi yang berbeda. Enzim yang
memertukan ion logam bagi aktivitasnya
sermgkali disebut metaloenzim. Ion logam
esensial mungkin membentuk suatu kompleks
dengan substrat dan sisi aktif enzim sehingga
menggabungkan keduanya dalam bentuk aktif:
Ion logam mungkin juga berfungsi sebagai
semyawa penarik kuat elekiron pada tahap
tertentu dalam siklus katalitik (Lehninges
1993).

Gambar 10 memperlihatkan bahwa
aktivitas protease kasar meningkat empat keli
dengan keberadaan ion Na® (0,136 U/ml) dan
lima kali dengan ion Fe’* (0,104 U/ml). fon
monovalen Li° pada konsentrasi 5 mM
mampu meningkatkan aktivitas katalitik

protease kasar shiitake 129%.
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Gambar 10 Pengaruh ion logam (5 mM)
terhadap aktivitas protease
kasar dan dialisat shiftake

Gambar 10 memperlihatkan ion Fe** dapat
meningkatkan aktivitas dibanding ion AF”,
hal ini mungkin karena Fe memupakan
golongan logam transisi. Penambahan ion
tertentu pada protease kasar bisa saja tdak



memunjukkan peningkatan akgvﬁasz*sepe;?
ion K*, Mg”*, Mn**, Ca™*, Cu

70", dan AF* (5 mM). Halmltu]adlkamna
kebumhan ion tersebut sudah terpeauhi dan
hn,ghmganenz;myangmasxhbersxfatsebagm
ekstrak kasar. Jika jumlahnya tidak sesuai
dengan kebutuhan maka ion logam dapat
bertindak seperti inhibitor. Hasil pengujian
memnjukkan bahwa pada umumnya
keberadaan ion-ion logam meningkatkan
aktivitas katalitik dialisat (>190%), tetapi
aktivitas dialisat menurun menjadi 0,314 U/m!
(79%) dengan adanya ion Na* 5 mM.

Spesifitas substrat protein

Penelitian terhadap spesifitas enzim
memnjukkan bahwa molekul substrat harus
memiliki dua ciri struktural yang jelas, yaitu
(1) ikatan kimiawi spesifix yang dapat
diserang oleh enzim dan (2) biasanya
beberspa gugus fungsional lain  (gugus
pengikat) yang berikatan dengan enzim dan
mengarahkan molelul substrat dengan tepat
pada sisi aktif sehingga ikatan yang rapuh tapi
tepat terletak pada posisi yang berhubungan
dengan gugus katalitik enzim (Lehninger
1993).

Hasil pengujian spesifitas  substrat
memperlihatkan aktivitas enzim lebih tingg
pada substrat protein yang memiliki struktur
globular (kasein dap fibrinogen) dibanding
yang serat (gelatin). Enzim lebih sulit
mendegradasi  substrat  protein  yang
bersiruktur  serat  karema proten dengan
struktur serat lebih banyak mengandung
ikatan hidrogen munrpun disulfida dibanding
struldur gicbular. Pengaruh tingkat kelarutan
substrat terhadap aktivitas enzim karena

protease merupakan enzim hidrolase yang
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Gambar 11 Spesifitas substrat protein 1%
(b/v) terhadap aktivitas protease
kasar dan dialisat shiitake.
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Pengujian spesifitas substrat terhadap
ekstrak protease kasar pada Gambar 11 hanya
dapat terdeteksi menggunakan substrai
albumin dengan nilai aktivitas cukup kecil
yaitu 0,011 U/ml Pengukuran aktivitas
spesifik enzim pada filtrat yang belum murni
tidak dapat mewakili kondisi katalitik yang
sebenarniya dari enzim tersebui karena adanya
pengarvh kontaminan, isozim, dan enzim-
enzim lain yang segolongan. Sementara
aktivitas enzim pada dialisat dapat terdeteksi
menggunakan substrat fibrinogen dan kasein
dengan nilai 0,382 U/m! dan 0,719 U/ml.
Pengujian spesifitas substrat merupakan
analisis aktivitas enzim secara kuantitatf
dengan menggunakan spektrofotometer. Hasil
pengujian metode ini didukung oleh analisis
secara kualitatif menggunakan zimogram
yang lebih sensitif dalam mendeteksi aktivitas
enzim.

Zimogram berbagai substrat protein

Penentuan aktivitas proteolitik dari pita
protein  hasil  SDS-PAGE  dilakukan
menggunakan analisis zimogram dengan
menambahkan substrat dalam komposisi gel
pemisahnya Substrat yang digunakan adalah
kasein, gelatin, fibrinrogen, dan albumin pada
konsentrasi 1% (b/v) akan berkopolimerisasi
dengan zkrilamida. Setelah pemisahan
elektroforesis, substrat  tersebut  akan
didegradasi oleh enzim yang telah direnaturasi
kembali pada kondisi reaksi optimum (sulu
dan bufer optimum enzim) selama waktu
tertentu. Teknik zZimogram mendeteksi
aktivitas enzim berdasarkan reaksi spesifik
enzim dengan substrat secara in situ pada gel
hasil elektroforesis. Memurut Scopes (1987)
teknik ini merupakan teknik pewarmaan
spesifix yaitu gel yang digunakan umuk
elektroforesis sampel pada zimogram terbatas
pada gel nondenaturasi, baik oleh SDS
maupun urea, karena pada umumnya enzim
akan kehilangan aktivitasaya jika
terdenaturasi.

Enzim dipisahkan dalam gel dematmrasi
yaitu SDS dalam kondisi tidak tereduksi.
Penambahan detergen Triton X-100 sebagai
detergen nomonik akan melepaskan SDS dan
mengakibatkan terjadinya renmaturasi protein.
Gel diwamai menggunakan coomassie
brilliant bhue sehingga molekul protein yang
memiliki aktivitas  proteolitik  akan
memperlibatkan pita protein bening dengan
latar belakang gel berwarna biru seperti
tertihat pada Gambar 12-15.



Gambar 12 Zimogram gelatin 10% terhadap
protease kasar (c}. presipitat (p),
dialisat (d), fraksi 7 (e;), dan
fraksi 19 (eq9).

Gambar 13 Zimogram kaseiz 10% terhadap
protease kasar (c), presipitat (p),
dialisat (d), dan fraksi 7 (e;).

C|9C7d p c

Gambar 14 Zimogram albumin 10% terhadap
protease murni (c), presipitat (p),
dialisat (d), fraksi 7 (e;), dan
frakst 19 {e;q).
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Gambar 15 Zimogram fibrinogen 10%

terhadap protease mumi (c),
presipitat (p), dialisat (d), fraksi
7 (e3). dan fraksi 19 (e,s).

Pengujian  spesifitas substrat secara
kuantitatf menggunakan metode
spektrofotometri pada ekstrak kasar hanya
terdeteksi dengan subsirat albumin (Gambar
11). Sementara pada Gambar 12-15 hasil
zimogram terlihat adanya pita putth dengan
latar gel berwama biru pada semua substrat.
Hal ini memperlihatkan bahwa ekstrak
protease kasar shiitake dapat menghidrolisis
keempat substrat demgan pita bening vang
lebih tebal terbentuk pada substrat albumin
dan gelatin. Zimogram kasein memperiihatkan
bentuk pita yang lebih jelas dibanding substrat
lainnya. Hal i sesuai dengan pengujian
secara kuantitatif bahwa aktivitas kasein lebih
tinggi dibanding fibrinogen dengan nilai 0,719
U/ml.

Fibrinogen adalah protein penggumpal
darah yang akan diubah menjadi fibrin dengan
bantvan trombin. Kasein adalah protein
berbentuk globular yang tersusun oleh 21
jenis asam amino. Kasein digolongkan
sebagai protein penyimpan dan merupakan
protein utama dan susu. Albumin merupakan
protein terlarut dan banyak terdapat pada
serumn (55,2%). Gelatin merupakan kolagen
yang telah mengalami tansformasi dari
bentuk tidak lant menjadi campuran
polipeptida yang dapat larut, karena telah
mengalami hidrolisis beberapa ikatan kovalen
oleh panas (Lehninger 1993). Enzim
forinolitik dari kultwr miselia Armillaria
mellea telah berhasil dirdentifikasi dengan
analisis zimogram fibrin (Lee er al. 2005).



Tabel 7 Data karakteristik protease shiitake
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Parameter Ekstrek kasar Dialisat Eluat
Fraksi enzim aktif 7 freksi 9 fraks 2 fraksi
BM (kD) 156, 113,94, 78, 65, 54, 45 118, 102, 94, 78, 68, 59, 49, 43,36 51,47 (e7)
63,51,45,37 (19

Suhu optinnm 50°C - -
pH optimum 7 - -
Aktivator logam Li, Na, Fe. Li, K, Mg, Mn, Ca, Cu, Fe, Zo, AL -
Inhobitor Tehan EDTA, dihambat PMSF, Tzhan EDTA, dihambat PMSF, ST1 -

STIdan TLCK dan TLCK
Spesifitas substrat Albumin* Fibrinogen, kasein* .

( Hm‘ mm' albtm'n‘. (Hm' mm' alb‘m' ﬁm‘ L ]
Altivitas fibrinolitik Tidak Ya Ya(e7)
Semis cnzi Seri o Seri .. i
mem' "Zimog‘aﬁ

SIMPULAN DAN SARAN DAFTAR PUSTAKA
Simpualan Abraham LD, Breuil C. 1996. Isolation and

Ekstrak kasar enzim protease shitake
memiliki aktivitas optimum pada sulu 50°C
dengan waktu inkubasi 10 menit dan pH 7.
Eluat DEAE fraksi 7 dan 19 memiliki tingkat
kemurnian 1,89 dan 2,75 kali lebih tinggi
terhadap ekstrak kasar dengan tingkat
perolehan memurun drastis hingga sekitar
0,4%. Peningkatan kemurmian dibanding
ekstrak kasar enzim membuktikan bahwa
enzim protease jamur shiitake berhasil
dimurmkan dengan kolom DEAE Sepharose.

Hasil analisis SDS-PAGE memperlihatkan
dua pita proteolittk pada frakst ke-7 (51 dan
47 kD) serta empat pita pada fraksi ke-19 (65,
51, 45 dan 37 kD). Protease shiitake mampu
menghidrolisis substrat kasein, fibrinogen,
albumin dan gelatin dengan analisis
zimogram. Aktivitas enzim protease kasar
meningkat sekitar empat kali dengan adanya
penambahan ion Na* dan lima kali dengan ion
Fe** (5 mM). Enzim protease kasar shiitake
dihambat spesifik oleh inhibitoer PMSF, TLCK
dan STI schingga digolongkan ke dalam
kelompok protease serina serupa tripsin.

Saran

Tahap pemumrnian enzim yang telah
dilakukan sebaiknya dilanjutkan dengan
kromatografi gel filtrasi umuk
kenmraian yang lebih tinggi. Pertu dilakukan
pencirian biokimiawi enzim protease mumi
yang mendukung lainnya seperti pengujian
stebilitas enzim terhadap suhu dan pH serta
analisis asam amino.
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Lampiran 1 Diagram alir pemurnian protease shiitake

Jamur shiitake 3% b/v diekstraksi datam 50
mM bufer universal pH 7

l
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Pencirian enzim

Ekstrak kasar enzim

v

Presipitasi amonium sulfat

(kejemuhan 30-80%)

v

Dialisis dan pemekatan dengan

Analisis aktivitas protease

kantung dialisis (cut off 10 kD)

¥

dan kadar protein

Kolom penukar anion (DEAE Sepharose) dengan elusi
NaCl10,50 M dan | M dalz}m 50 mM bufer Tns-HCY pH 7

]

!

Elektroforesis SDS-PAGE dan zimografi




Lampiran 2 Jumlah amonium sulfat yang ditambahkan ke dalam larutan untuk
menghasilkan kejenuhan akhir yang diinginkan pada 0°C (Roe,

2001)

Konsentrasi akhir amonizm sulfat, % kejemuhan pada 0°C

20 2 30 35 40 45 50 35 60 65 70 75 80 8 9% 95 100
Konsentrasi awal amonium sulfat
Jumlzah amonivm sulfat yvang ditambahkan ke dalam 100 ml lanutan (g)
0 107 136 166 197 229 262 295 33,1 366 404 442 483 523 567 611 659 7.07
5 30 109 139 168 200 232 266 300 336 373 41,1 450 491 333 578 624 67,1
10 54 82 111 141 171 203 236 270 305 342 379 418 458 3500 545 589 636
i5 26 535 83 113 143 174 207 240 275 310 348 366 426 466 510 555 600
20 0 2.7 356 84 115 145 17,7 210 244 280 316 354 392 433 476 319 566
25 0 27 5,7 85 17 148 182 214 248 284 321 360 40 442 485 529
30 0 28 57 87 119 150 184 21,7 253 289 328 367 408 451 495
33 0 28 58 88 120 153 187 221 258 295 334 374 416 459
40 0 29 39 90 122 155 190 225 262 300 340 381 424
45 0 29 60 91 125 158 193 229 267 306 347 3838
50 0 30 61 93 127 161 197 233 272 312 353
35 1] 30 62 94 129 163 200 238 277 317
60 0 3.1 6.3 96 131 166 204 242 283
65 0 31 64 98 134 170 28 247
70 0 32 66 100 136 173 212
75 1] 32 67 102 139 176
20 0 33 68 104 14,1
85 0 34 69 106
%0 0 34 71
95 0 3.5
100 o
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Lampiran 3 Hasil penentuan aktivitas enzim maksimum protease kasar shiitake

Aktivitas enzim dihitung berdasarkan persamaan benkut:

Unit Aktivitas (U/ml) = A sampel — A blanko x faktor pengenceran
A standar — A blanko  waktu mkubasi

Aktivitas spesifik (Ufmg) = Aktivitas enzim (U/mi)
Kadar protein (mg/ml)

Pengaruh waktu inkubasi terhadap aktivitas enzim protease kasar
Waktu (menit)  Aszpe Apmie  Asmer Aktivitas enzim (U/mi) _ Aktivitas relatif (%)

5 0339 07272 0,530 0,312 45,07
10 0482 0339 0463 0,692 100,00
15 0,471 0,242 0519 0,331 47,83
20 0,566 0,393 0,536 0,363 52,46
30 0,587 0249  0,51) 0,258 37,28

Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease kasar
pH Asempet Agtmio Agrrnder Aktivitas enzim (U/ml)

3 0,252 0,371 0,714 0,000
4 0,359 0,296 1.048 0,050
5 0,482 0,435 0,969 0,053
6 0,391 0,282 0,916 0,103
7 0,535 0,356 0,606 0,430
8 0,442 0,282 0,945 0,145
9 0363 0370 0,806 0,000
10 0,470 0,489 1.150 0,000
" 0,360 0,358 0,830 0,002
12 0,240 0,311 0,800 0,000

Pengaruh suhu inkubasi terhadap aktivitas enzim protease kasar
Subl  Asma Asuto  Asmgy  Aklivitasenzim (U/ml)  Akaivitas relatif (%)

27CC) 0361 0393 0979 0,000 0,00

30°C) 0210 0223 0860 0,000 0,00

31CC) 0479 0421 0,771 0,100 32,05
45(°C) 0343 0233 0,789 0,119 33,14
S0(°C) 0339 0272 0530 0,312 100,00
S5CC) 0288 0203 0,503 0,170 54,49
60(°C) 0493 0359 0837 0,168 53,85

65(C°C) 0417 0,369 0,727 0,080 25,64




Lampiran 4 Hasil pemurnian enzim protease shiitake

Hasil presipitasi dengan amonium sulfat

[amonium suifat] Absorban Kadar protein (mg/ml)
30% 0,309 0,065
40% 0,331 0,070
45% 0,318 0,068
50 % 0,299 0,062
55% 0,269 0,055
60 % 0,208 0,042
65 % 0,205 0,041
70 % 0,136 0,025
75% 0,149 0,027
80 % 0,133 0,024

Hasil analisis kromatografi kolom penukar anion

Fraksi ke-n  Absorban  Kadar Protein (mg/ml)  Aktivitas enzim (U/ml)

| 0,090 0,014 0,000
2 0,199 0,039 0,000
3 0,248 0,051 0,000
4 0,144 0,027 0,000
5 0,047 0,005 0,000
6 0,136 0,025 0,000
7 0,327 0,069 0,473
8 0,333 0,070 0,000
9 0,117 0,021 0,000
10 0,119 0,021 0,000
11 0,013 0,000 0,000
12 0,000 0,000 0,000
13 0,040 0,003 0,000
14 0,037 0,002 0,000
15 0,052 0,005 0,000
16 0,034 0,002 0,000
17 0,136 0,025 0,062
13 0,142 0,026 0,112
19 0,206 0,041 0,414
20 0,052 0,005 0,042
21 0,042 0,003 0,000
22 0,077 0,012 0,000
23 0,112 0,019 0,000
24 0,092 0,015 0,000
25 0,068 0,009 0,000
26 0,019 0,000 0,000
27 0,022 0,000 0,000
28 0,038 0,002 0,000
29 0,043 0,003 0,000




Lampiran 5 Hasil penacirian enzim protease shiitake

Pengaruh ion logam terhadap aktivitas enzim protease kasar

Ion Iogam M Amro Astnder Aktivitas enzim (Ulml) Aktivitas residu (°0L
KCl 0,281 0,330 0,664 0,000 0,00
NaCl 0317 0234 0598 0,136 566,67
LiCl 0,256 0,233 0,674 0,031 129,17
CaCh.2H,0 0,350 0,379 0,577 0,000 0,00
CuChL2H,0 0325 0327 0,720 0,000 0,00
MgCL.6H,O0 0,303 0,375 0,706 0,000 0,00
MnCh 0,260 0265 0674 0,000 0,00
ZnCl, 0,286 0,319 0,699 0,000 0,00
FeClk.6H,0 0,376 0,324 0,624 0,104 433,33
AICh 0259 0352 0698 0,000 0,00
kontrol 0,366 0,357 0,582 0,024 100,00
Pengaruh ion logam terhadap aktivitas enzim protease dialisat
Ion logam AM Apiao Asteder Aktivitas enzim (Ulml) Aktivitas residu (D/o)
KCl LIll 0264 0,790 0,966 244,56
NaCl 0360 0107 0,591 0314 79,49
LiCl 1,059 0329 0,794 0,942 238,48
CaCh.2H;0 1,153 0,273 0,775 1,052 266,33
CuChL.2H,0 0,982 0,235 0,756 0,860 217,12
MgCh6H,0 1245 0307 0,781 1,187 300,51
MnCh 1,070 0,279 0,769 0,969 245,32
ZnCl, 1243 0300 0817 1,094 276,96
FeClL.6H,0 1,087 0,528 0,811 0,943 238,73
AICK 1,013 0288 0,347 0,778 196,96
dialisat 1,553 0489 2015 0,395 100,00
Spesifitas substrat terhadap aktivitas enzim protease kasar
Substrat Am Aw,, Am Aktivitas enzim (U/m]) AkﬁVitaSRelaﬁf(%)
Afbumin 0,373 0,365 0,799 0,011 1,52
Fibrinogen 0,333 0,361 0,884 0,000 0,00
Gelatin 0,670 0,694 0,963 0,000 0,00
Kasein 0,900 1,224 0,877 0,000 0,00
Spesifitas substrat terhadap aktivitas enzim protease dialisat
SubStrsl  Asepet  Aptko  Asmts  Akfivitas enzim (U/ml) __ Aktivitas Relatif (%)
Albumin L17 1,310 1,688 0.000 0,00
Fibrinogen 0,758 0,489 0911 0,382 53,13
Gelatin 0,580 0,300 1,138 0,000 0,00
Kasein 0,987 0,467 0,901 0,719 100,00
Pengaruh inhibitor terhadap aktivitas enzim protease kasar
Kontrol 0,349 0,359 0,837 . 0,322 100,00
EDTA 0,373 0,328 0,764 0,619 192,24
PMSF 0,350 0,312 0,731 0,054 16,77
ST1 0,368 0,310 0,784 0,073 22,67
TLCK 0,313 0,299 0,871 0,015 4,66
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Pengaruh inhibitor terhadap aktivitas enzim protease dialisat
Inhibrtor M ARtarnkn Agrendsy Aktivitas enzim (Ulml) Aktivitas re!anf(%)

kontrol 0,571 0,473 0,802 0,179 100,00
EDTA 0508 0358 0,789 0,209 116,76
PMSF 0523 0407 0855 0,155 86,59

ST1 0501 0359 0,882 0,154 86,03
TLCK 0455 07382 0670 0,152 84,92

Kurva standar penanda bobot molekul untuk SDS-PAGE

RS pita ke- BM (kD) Log BM
0,167 205 0,312
0,354 116 2,064
0,458 97 1,987
0,521 84 1,924
0,604 66 1819
0,729 55 1,740
0,833 45 1,653
0,917 36 1,556

Kurva hubungan antara Rf dan log BM
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03 04 0.3 06 0.7 os 0.9 1
134

Diperoleh persamaan Y = 2,3843-0,8938 x; dengan R’=0,9944



Lampiran 6 Kurva standar Bradford

Nilai serapan hasil pengukuran
[BSA] (mg/ml) Absorban
0,000 0,000
0,025 0,168
0,050 0,237
0,075 0,368
0,100 0,464
0,125 0,561
0,150 0,587
0,175 0,591
0,200 0,627
0,225 0,635
0,250 0,639
0,275 0,648
0,300 0,651

Diperoleh kurva standar BSA dengan persamaan Y=4,3703x+0,0265; R*=0,9949

0.7 ;

0.6 - y = 4.3703x + 0.0265
R2 =0.9949

0.5 -
0.4 -
0.3 ;

Abéorban

0.2 -
0.1 -
0

0 002 004 006 008 01 012 014
{BSA] (mg/m)



Lampiran 7 Prosedur pembuatan pereaksi kimia

Pereaksi untuk analisis aktivitas enzim dan kadar protein

= Kasein Hammarsten 2% (b/v)
Sebanyak 1 g kasein dilarutkan dalam 50 mM bufer universal pH 7 (ditambahkan
sedikit-sedikit) sambil diaduk dan dipanaskan (£50-60°C) supaya mudah larut,
kemudian ditera hingga volume total 100 ml.

* Tirosin 5 mM
Sebanyak 0,091 g tirosin dilarutkan dalam akuades (ditambahkan sedikit-sedikit)
sambil diaduk, kemudian ditera hingga volume total 100 mt.

* TCAO0,1 M
Sebanyak 1,634 g TCA dilarutkan dalam akuades (ditambahkan sedikit-sedikit) sambil
diaduk, kemudian ditera hingga volume total 100 ml.

= Na,CO; 0,4 M
Sebanyak 4,2404 g Na,CO; dilarutkan dalam akuades (ditambahkan sedikit-sedikit)
sambil diaduk, kemudian ditera hingga volume total 100 m}.

= Pereaksi Folin-Ciocalteau (1:2)
Sebanyak 25 m! pereaksi Folin-Ciocalteau diencerkan dengan 50 ml akuades dan
diaduk hingga homogen.

» Pereaksi Bradford
Stok larutan Bradford dibuat dengan cara melarutkan 0,1 g Coormassie Brilliant Blue G-
250 dalam 50 m} etanol 95% (v/v) dan 100 ml asam fosfat 85% (v/v), lalu ditera dengan
akuades hmgga volume 200 ml. Larutan kerja Bradford dibuat dengan cara
mengencerkan 10 ml larutan stok Bradford dengan akuades hingga volume total 100
ml.

Pereaksi untuk analisis SDS-PAGE dan zimografi

= Larutan A [30% (b/v) akrialamida; 0,8% (b/v) bis-akrilam:da)
Sebanyak 29,2 g akrilamida dan 0,8 g bis-akrilamida dilarutkan dalam 100 ml akuades
dsan diaduk hingga homogen.

* Larutan B (bufer gel pemisah, Tris-HCL 2 M pH 8,8)
Sebanyak 75 mi bufer Tns-HCL 2 M pH 88 dan 4 mi larutan SDS 10% b/v
ditambahkan dengan akuades hingga volume total 100 ml.

* Larutan C (bufer gel penahan, Tris-HCL 1 M pH 6,8)
Sebanyak 50 ml bufer Tns-HCL 1 M pH 6,8 dan 4 ml SDS 10% (b/v) ditambahkan
dengan akuades hingga volume total 100 ml.

= Amonium persulfat 10% (b/v)
Sebanyak 0,1 g amonium persulfat dilarutkan dalam satu mt akuades.

* Bufer elektroforesis
Sebanyak 1,803 g Tris, 8,648 g glisin dan 0,6 g SDS dilarutkan dalam 600 m} akuades,
1alu ditera hingga pH 8,3 dengan HCL 1 M.

= Bufer sampel
Komposisi bufer sampel intuk SDS-PAGE terdin dani 0,3 ml Tris-HCL 1 M pH 6,8
dan 2,5 ml gliserol 50% (v/v), 1,0 ml SDS 10% (b/v), 0,25 ml 2-merkaptoetanol, 0,5 ml
bromfenol blue 1% (b/v), dan 0,45 ml akuabides dengan volume total 5,0 ml.
Sementara komposisi bufer sarnpel untuk zimografi terdini dari 0,5 g SDS, 1 ml gliserol
50% (v/v), 1 ml bromfenol blue, 0,625 ml Tris-HCl 1 M pH 6,8, dan 2,375 ml akuades
dengan volume total 5,0 ml.
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* Larutan pewarna
Sebanyak 0,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250 dilarutkan dalam campuran 225 ml
metanol, 50 ml asam asetat glasial, dan 225 ml akuades dengan volume total 500 ml.

* Larutan peluntur
Komposisi larutan peluntur terdiri dari 50 ml metanol, 50 ml asam asetat glasial, dan
400 ml akuades dengan volume total 500 ml.

= Triton X-100 2,5% (v/v)
Sebanyak 2,5 ml larutan Triton X-100 dilarutkan dengan akuades hingga volume total
160 ml.

Larutan berbagai bufer
Larutan kerja bufer 50 mM dibuat dengan cara mengencerkan 25 ml larutan stok 0,2 M
dengan akuades hingga volume total 100 ml.

Bufer universal

Larutan A : asam sitrat (6,008 g) + KH,POy4 (3,895 g) + H3;BO; (1,769 g) + asam
dietilbarbiturat (5,266 g) dilarutkan dalam 1 liter akuades

Larutan B : 0,2 N NaOH

Komposisi : 100 ml larutan A + x ml larutan B

x(ml) pH
6,4 3,0
155 40
27.1 5.0
389 6,0
506 7.0
63,7 80
727 90
80,8 10,0
86,0 11,0

996 12,0
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