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Abstract: Protease enzymes are widely applied in the industrial field. 

Protease enzymes have high economic prospects with unmet demand. This 

article describes protease activity of two fungi isolated from avocados and 

from coconuts fleshes that previously have shown a high lipolytic activity on 

pH 7 to pH 10.  The protease test was performed on PDA medium 

supplemented with 1% of skim milk, and adjusted to pH 7, pH 8 and pH 9 and 

was incubated at room temperature and at 30°C. Protease activity was 

determined based on the clear zone around the colony observed on day two – 

day eight. The results showed that variations in pH and temperature had a 

significant effect on the protease activity. The highest protease activity of 

isolate from avocado and from coconut fleshes were observed at pH 7, room 

temperature and incubated for 24 hours, with a protease activity index of 0.36 

and 0.31 respectively. 
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Pendahuluan 

 

Enzim protease merupakan kelompok 

enzim hidrolase yang memutuskan ikatan peptida 

pada protein dengan bantuan air (hidrolisis). 

Enzim protease ini banyak digunakan di berbagai 

bidang industri. Dalam bidang industri, enzim 

protease dapat digunakan untuk membantu 

proses indsutri pangan dan non pangan. Industri 

pangan menggunakan protease untuk 

memperbaiki tekstur, mempersingkat waktu 

penjamuran, dan meningkatkan volume adonan 

pada pembuatan roti, menjernihkan bir, 

mengempukkan daging, dan menggumpalkan 

susu. Protease dalam industri non pangan 

digunakan antara lain dalam bidang kesehatan, 

fotografi, industri deterjen, dan industri kulit 

(Sumarlin, 2008). 

Kebutuhan enzim protease di Indonesia 

semakin meningkat namun masih tergantung 

pada produksi impor. Keadaan ini tentu sangat 

merugikan dari segi ekonomi. Salah satu cara 

mengantisipasi ketergantungan terhadap impor 

adalah dengan mengupayakan produksi enzim 

protease dengan mengoptimalkan pemanfaatan 

sumber daya hayati yang dimiliki oleh Indonesia 

(Suhartono, 2000). Penggunaan terbesar enzim 

protease banyak dimanfaatkan dalam bidang 

industri deterjen (Li et al., 2013). Adanya 

komponen enzim protease pada deterjen dapat 

membantu membersihkan kotoran yang 

berbahan dasar protein. Protease menjadi 

alternatif yang menarik bagi upaya pengurangan 

penggunaan komponen fosfat untuk 

menghasilkan deterjen yang ramah lingkungan 

(Ningsih et al., 2021).  

Enzim yang dapat digunakan dalam 

deterjen harus tahan terhadap sifat-sifat 

komponen deterjen, terutama senyawa pemutih, 

misalnya enzim protease yang dimasukkan ke 

dalam formulasi deterjen enzim yang 

mempunyai aktivitas tinggi pada rentang pH basa 

(>pH 8,0), tidak terlalu dipengaruhi senyawa 

deterjen atau ion-ion logam yang banyak di 

dalam deterjen dan dapat bekerja pada suhu 

relatif luas, dingin maupun panas (Fuad et al., 

2004 & Agustien et al., 2007). Sedangkan pada 

bidang industri makanan dibutuhkan enzim 

protease yang memiliki aktivitas tinggi di pH 

netral hingga basa dengan suhu 40-50˚C (Kalisz, 
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1988 ; Outtrup & Boyce, 1990).  

Protease mempunyai prospek ekonomi 

yang tinggi dengan permintaan yang belum 

terpenuhi, Koleksi isolat fungi dari alpukat dan 

kelapa di Laboratorium Biologi FKIP, 

Universitas Mataram,yang telah di uji aktivitas 

enzim lipase pada rentang pH 7, pH 8, pH 9, dan 

pH 10. Pada artikel ini mendekripsikan aktivitas 

enzim protease dari sumber yang sama yaitu 

isolat fungi dari alpukat dan dari kelapa. 

 

Bahan dan Metode 

 

Waktu dan tempat penelitian  

Penelitian ini dilakukan selama 6 bulan 

bertempat di Laboratorium Biologi Program 

Studi Pendidikan Biologi Jurusan Pendidikan 

MIPA, Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan, 

Universitas Mataram. 

 

Jenis penelitian  

Jenis penenlitian yang digunakan adalah 

penelitian deskriptif eksploratif. 

 

Aktivitas enzim protease fungi secara 

kualitatif 

Isolat yang digunakan adalah isolat fungi 

yang telah diisolasi sebelumnya dari daging 

alpukat dan endosperm kelapa yang 

menunjukkan aktivitas enzim lipase. Isolat 

tersebut diuji secara kualitatif ditumbuhkan di 

media PDA dengan tambahan 1% skim milk 

sebagai substratnya.  

Jamur diinokulasi dengan menggunakan 

jarum ose dengan memindahkan misselium dan 

diinokulasi tepat ditengah media. Lalu isolat 

fungi diinkubasi selama 7 hari untuk melihat 

aktivitas enzim protease. Zona bening yang 

terbentuk di sekitar koloni menunjukkan adanya 

aktivitas enzim protease. Setelah itu akan diuji 

aktivitas enzim protease pada media pH di suhu 

ruang dan suhu 30˚C.  

 

Aktivitas enzim protease isolat fungi dari 

alpukat dan kelapa rentang pH dan suhu  

Aktivitas enzim protease diuji pada pH 

7, pH 8, dan pH 9 di suhu ruang dan suhu 30˚C 

selama 7 hari. Zona bening yang terbentuk di 

sekitar koloni di ukur diameternya. Data ini 

digunakan untuk menentukan indeks aktivitas 

enzim protease dari isolat fungi. 

 

Pengumpulan data  

Aktivitas enzim protease isolat fungi 

diukur berdasarkan standar oleh Rosa et al., 

(2020). 

 

Aktivitas enzim protease =
∅ Zona Bening− ∅ Koloni

∅ Koloni
 (1) 

 

Kemudian data yang diperoleh diuji 

menggunakan Two Way ANOVA. Untuk 

melihat perbedaan aktivitas antara kedua isolat 

fungi dan pengaruh suhu, pH, dan waktu 

inkubasi.  

 

Hasil dan Pembahsan  

 

Aktivitas enzim protease fungi secara 

kualitatif 

Scrining awal isolat fungi dari alpukat dan 

dari kelapa menunjukkan aktivitas proteolitik 

yang ditandai dengan adanya zona bening di 

sekitar koloni fungi, yang disajikan pada gambar 

1. 

 

 
Gambar 1. Aktivitas Enzim Protease 

 

Aktivitas enzim protease isolat fungi dari 

alpukat dan kelapa rentang pH dan suhu 

Aktivitas enzim protease disajikan dalam 

bentuk indeks (lihat pada tabel 1 dan 2). Pada 

tabel 1 dan 2 menunjukkan bahwa isolat fungi 

dari alpukat dan dari kelapa menunjukkan 

adanya aktivitas enzim protease. Dari kedua 

isolat fungi tersebut memiliki indeks aktivitas 

enzim protease yang berbeda-beda. Data hasil 

pengukuran dianalisis dengan menggunakan uji  

Two Way ANOVA. Hasil uji ANOVA dapat 

dilihat pada tabel 3 dan 4.  
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Tabel 1. Indeks Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Alpukat pada Rentang pH dan Suhu Ruang 
 

Waktu 

Inkubasi 

        pH 

Suhu 

7 8 9 

U1 U2 U3 U1 U2 U3 U1 U2 U3 

2 
Suhu Ruang 0.40 0.34 0.33 0.27 0.24 0.26 0.23 0.22 0.22 

Suhu 30˚C 0.30 0.33 0.31 0.21 0.29 0.18 0.23 0.23 0.20 

3 
Suhu Ruang 0.35 0.28 0.25 0.30 0.25 0.21 0.23 0.23 0.20 

Suhu 30˚C 0.29 0.26 0.27 0.24 0.19 0.24 0.22 0.21 0.19 

4 
Suhu Ruang 0.32 0.24 0.29 0.26 0.21 0.23 0.20 0.19 0.21 

Suhu 30˚C 0.28 0.25 0.23 0.26 0.18 0.17 0.23 0.17 0.19 

5 
Suhu Ruang 0.34 0.28 0.26 0.25 0.23 0.20 0.20 0.19 0.21 

Suhu 30˚C 0.27 0.21 0.20 0.23 0.19 0.18 0.21 0.19 0.17 

6 
Suhu Ruang 0.32 0.28 0.25 0.26 0.23 0.14 0.19 0.21 0.20 

Suhu 30˚C 0.22 0.21 0.19 0.21 0.18 0.18 0.21 0.19 0.16 

7 
Suhu Ruang 0.25 0.21 0.23 0.22 0.20 0.20 0.20 0.20 0.19 

Suhu 30˚C 0.23 0.20 0.18 0.22 0.17 0.18 0.19 0.17 0.18 

8 
Suhu Ruang 0.22 0.18 0.16 0.19 0.16 0.15 0.18 0.16 0.17 

Suhu 30˚C 0.20 0.17 0.19 0.16 0.16 0.16 0.16 0.15 0.14 

Keterangan : suhu ruang (24˚C-28˚) 

 

Tabel 2. Indeks Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Kelapa pada Rentang pH dan Suhu 30˚C 
 

Waktu 

Inkubasi 

           pH 

Suhu 

7 8 9 

U1 U2 U3 U1 U2 U3 U1 U2 U3 

2 
Suhu Ruang 0.30 0.31 0.31 0.29 0.29 0.29 0.27 0.27 0.28 

Suhu 30˚C 0.29 0.26 0.29 0.28 0.25 0.27 0.26 0.24 0.25 

3 
Suhu Ruang 0.29 0.29 0.29 0.28 0.28 0.26 0.28 0.25 0.26 

Suhu 30˚C 0.29 0.27 0.27 0.27 0.27 0.26 0.25 0.26 0.26 

4 
Suhu Ruang 0.28 0.27 0.27 0.26 0.25 0.25 0.25 0.24 0.24 

Suhu 30˚C 0.27 0.26 0.25 0.25 0.24 0.25 0.24 0.23 0.23 

5 
Suhu Ruang 0.29 0.27 0.26 0.27 0.28 0.24 0.27 0.26 0.26 

Suhu 30˚C 0.23 0.27 0.25 0.25 0.23 0.20 0.24 0.21 0.21 

6 
Suhu Ruang 0.26 0.24 0.29 0.26 0.27 0.22 0.22 0.23 0.19 

Suhu 30˚C 0.23 0.26 0.24 0.23 0.21 0.23 0.25 0.22 0.18 

7 
Suhu Ruang 0.25 0.26 0.25 0.28 0.24 0.20 0.24 0.22 0.22 

Suhu 30˚C 0.25 0.21 0.24 0.25 0.21 0.21 0.24 0.21 0.17 

8 
Suhu Ruang 0.24 0.21 0.21 0.22 0.20 0.18 0.19 0.17 0.16 

Suhu 30˚C 0.21 0.20 0.20 0.20 0.18 0.18 0.18 0.16 0.17 

Keterangan : Suhu ruang (24˚C-28˚) 

 

Hasil uji Two Way ANOVA, faktor pH, 

suhu dan waktu inkubasi menunjukkan adanya 

beda nyata terhadap aktivitas enzim protease 

isolat fungi dari alpukat dan kelapa, dimana nilai 

signifikannya 0.000 < 0.05, maka dilakukan uji 

lanjut dengan menggunakan uji DMRT. Hasil uji 

DMRT ditunjukkan pada tabel 5 dan 6 yaitu 

indeks aktivitas enzim protease isolat fungi dari 

alpukat dan dari kelapa pada pH 7 di suhu ruang 

dengan waktu inkubasi selama 1x24 jam (hari 

kedua) masing-masing sebesar 0.36 dan 0.31 

berbeda nyata dengan semua perlakuan dari hari 

kedua sampai dengan hari kedelapan (lihat notasi 

l dan q). Dan lihat Gambar 2 dan Gambar 3.

 
Tabel 3. Hasil Uji ANOVA Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Alpukat 

 

Dependent Variable: Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Alpukat 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .236a 41 .006 7.331 .000 

Intercept 6.148 1 6.148 7829.359 .000 

Suhu .019 1 .019 24.438 .000 

pH .085 2 .042 53.804 .000 

Waktu_inkubasi .103 6 .017 21.828 .000 
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Tabel 4. Hasil Uji Anova Aktivitas Enzim protease Isolat Fungi dari Kelapa  
 

Dependent Variable: Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Kelapa 

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .123a 41 .003 10.925 .000 

Intercept 7.488 1 7.488 27292.647 .000 

Suhu .010 1 .010 35.961 .000 

pH .018 2 .009 32.985 .000 

Waktu_inkubasi .090 6 .015 54.952 .000 

Suhu * pH .000 2 5.144E-5 .187 .829 

Suhu * Waktu_inkubasi .002 6 .000 1.495 .190 

pH * Waktu_inkubasi .001 12 8.735E-5 .318 .984 

Suhu * pH * 

Waktu_inkubasi 

.001 12 7.139E-5 .260 .994 

 

Tabel 5. Hasil Uji DMRT Indeks Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Alpukat 
 

Waktu inkubasi 
                        pH 

Suhu 7 8 9 

2 
Suhu Ruang 0.36l 0.26ghij 0.22cdefgh 

Suhu 30˚C 0.31k 0.23cdefgh 0.22cdefgh 

3 
Suhu Ruang 0.29jk 0.25fghij 0.22cdefgh 

Suhu 30˚C 0.27hijk 0.22cdefgh 0.21bvdefg 

4 
Suhu Ruang 0.29ijk 0.24efghi 0.20abcdef 

Suhu 30˚C 0.25fghij 0.20abcdef 0.20abcdef 

5 
Suhu Ruang 0.30jk 0.23defgh 0.20abcdef 

Suhu 30˚C 0.23efgh 0.20abcdef 0.19abcde 

6 
Suhu Ruang 0.28ijk 0.21bcdefg 0.20abcdef 

Suhu 30˚C 0.20abcdef 0.19abcde 0.19abcde 

7 
Suhu Ruang 0.23efgh 0.21bcdefg 0.19abcde 

Suhu 30˚C 0.20abcdefg 0.19abcde 0.18abcde 

8 
Suhu Ruang 0.19abcde 0.17abcd 0.17abc 

Suhu 30˚C 0.19abcde 0.16ab 0.15a 

 

Tabel 6. Hasil Uji DMRT Indeks Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Kelapa 
 

Waktu Inkubasi 
                pH 

Suhu 
7 8 9 

2 
Suhu Ruang 0.31q 0.29pq 0.27klmnop 

Suhu 30˚C 0.28mnopq 0.27klmnop 0.25klmnop 

3 
Suhu Ruang 0.29opq 0.28lmnopq 0.26iklmnop 

Suhu 30˚C 0.28nopq 0.27klmnop 0.26ijklmn 

4 
Suhu Ruang 0.27klmnop 0.25hijklmn 0.24efghijk 

Suhu 30˚C 0.26iklmno 0.25efghijklm 0.23defghi 

5 
Suhu Ruang 0.27klmnop 0.26iklmnop 0.26iklmnop 

Suhu 30˚C 0.25fghijklmn 0.23cdefghi 0.22cdefg 

6 
Suhu Ruang 0.26iklmnop 0.25ghijklmn 0.22cde 

Suhu 30˚C 0.24efghijkl 0.23cdefghi 0.22cde 

7 
Suhu Ruang 0.25hijklmn 0.24efghijk 0.23defghi 

Suhu 30˚C 0.23defghi 0.22cdefgh 0.21cde 

8 
Suhu Ruang 0.22cde 0.20ab 0.17a 

Suhu 30˚C 0.20bcd 0.18ab 0.17a 

Suhu * pH .005 2 .002 2.886 .061 

Suhu * Waktu_inkubasi .002 6 .000 .498 .808 

pH * Waktu_inkubasi .017 12 .001 1.838 .055 

Suhu * pH * 

Waktu_inkubasi 

.005 12 .000 .563 .865 
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Gambar 2. Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Alpukat Suhu Ruang dan Suhu 30˚C 

 

 
Gambar 3. Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari Kelapa Suhu Ruang dan Suhu 30˚C 

 

Pembahasan 

 

Aktivitas Enzim Protease Fungi Secara 

Kualitatif 

Sebagaimana telah disinggung di depan 

bahwa 2 isolat fungi yang digunakan dalam 

penelitian ini telah menunujukkan aktivitas 

lipolitik tinggi pada pH 7, pH 8, pH 9, dan pH 10 

suhu ruang, dan menurun pada suhu 30˚C 

(Sedijani et al., 2021). Pada penelitian ini 

menguji tingkat aktivitas enzim protease dari 

kedua isolat fungi tersebut, dengan harapan isolat 

fungi tersebut dapat dijadikan organisme sumber 

dalam menghasilkan lipase maupun protease. 

Kedua isolat fungi tersebut ditumbuhkan pada 

medium selektif untuk melihat adanya zona 

bening yang terbentuk di sekitar koloni. Aktivitas 

enzim protease menunjukkan adanya zona 

bening di sekitar koloni fungi setelah di inkubasi 

selama 7 hari (lihat gambar 1). 

Zona bening tersebut menunjukkan adanya 

aktivitas enzim protease di sekitar koloni fungi, 

yakni menandakan pecahnya molekul protein 

yang terkandung di dalam skim milk pada 

medium selektif yang digunakan. Skim milk 

mengandung kasein yang berfungsi sebagai 

substrat enzim. Hidrolisis kasein digunakan 

untuk menunjukkan adanya aktivitas hidrolitik 

enzim protease (Susanti, 2002). Kasein ini 

terhidrolisis menjadi peptida dan asam amino 
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yang ditandai dengan adanya zona bening di 

sekitar koloni. Hasil ini sesuai dengan pernyataan 

Zainuddin (2017), bahwa hilangnya partikel 

kasein dalam medium skim milk ditandai dengan 

adanya zona bening di sekitar koloni. 

Aktivitas Enzim Protease Isolat Fungi dari 

Alpukat dan Kelapa Rentang pH dan Suhu 

Aktivitas enzim protease dinyatakan dalam 

bentuk indeks menurut Rosa et al., (2020). Hasil 

uji ANOVA dua arah menunjukkan bahwa kedua 

isolat fungi tersebut menunjukkan aktivitas yang 

berbeda pada pH 7, pH 8, dan pH 9, pada suhu 

ruang dan pada suhu 30˚C (lihat Tabel 3 dan 4). 

Untuk melihat indeks aktivitas terbaik dari 

masing-masing perlakuan maka dilakukan uji 

lanjut yaitu uji DMRT (Duncan Multiple Range 

Test). Berdasarkan hasil uji DMRT bahwa 

perlakuan terbaik ditunjukkan oleh  isolat fungi 

yang ditumbuhkan pada pH 7 di suhu ruang 

dengan waktu inkubasi selama 1x24 jam (hari 

kedua) baik dari alpukat dan dari kelapa.  

Hasil penelitian ini sejalan dengan 

penelitian yang telah dilakukan oleh Yusron et 

al., (2021) aktivitas enzim protease isolat fungi 

dari kedelai paling tinggi pada kondisi pH 7 dan 

pada 96 jam fermentasi. Akan tetapi hasil 

penelitian ini berbeda dengan hasil penelitian 

Yusriah dan Nengah (2013) penicillium sp. 

merupakan jenis kapang yang menghasilkan 

aktivitas protease yang tinggi di pH 8 dan suhu 

40˚C, atau  penelitian Syafie (2014), yang 

melaporkan aktivitas enzim protease Aspergillus 

sp. memiliki aktivitas enzim protease paling 

tinggi pada pH 9 dengan suhu 40˚C.  

Perbedaan hasil tersebut kemungkinan 

disebabkan masing-masing enzim protease dari 

isolat fungi yang berbeda memiliki kemampuan 

yang berbeda-beda dalam beraktivitas. Dilihat 

dari isolat fungi yang digunakan oleh peneliti 

diisolasi dari bahan makanan dengan pH netral 

yang mudah ditemukan di lingkungan yaitu dari 

alpukat dan dari kelapa, kemungkinan faktor 

inilah yang menyebabkan aktivitas terbaik 

ditunjukkan oleh isolat fungi yang ditumbuhkan 

pada pH 7 suhu ruang.  

Berdasarkan indeks aktivitas enzim 

protease isolat fungi dari alpukat dan dari kelapa 

pada penelitian ini tergolong masih rendah 

dibandingkan dengan hasil penelitian 

sebelumnya. Seperti yang dilakukan oleh 

Sumardi et al., (2021) dari isolat Actinomycetes 

(AF2) yang memiliki indeks aktivitas enzim 

protease sebesar 0,66. Hasil Penelitian oleh 

Poernomo et al., (2015) uji kualitatif aktivitas 

proteolitik ekstrak crude enzim kedelai hitam 

dinyatakan dengan indeks aktivitas proteolitik 

adalah 3.00 ± 1.58, dan hasil penelitian yang 

dilakukan oleh Sabrini et al., (2021) tiga belas 

kapang Aspergillus section Nigri DUCC yang 

memiliki indeks aktivitas enzim protease sebesar 

1.06 - 1.51. Namun, indeks aktivitas enzim 

protease isolat fungi dari alpukat dan kelapa lebih 

tinggi jika dibandingkan dengan penelitian 

Ratnayani et al., (2015) indeks aktivitas enzim 

protease yang ditemukan pada getah umbi talas 

(0,01) dan getah buah labu siam (0,03).  

Aktivitas enzim protease isolat fungi dari 

alpukat dan dari kelapa yang tergolong masih 

rendah, aktivitas enzim ini masih memerlukan 

penelitian lanjutan guna meningkatkan aktivitas 

proteolitiknya, jika  kedua isolat tersebut akan 

dimanfaatkan sebagai sumber penghasil enzim 

proteolitik, seperti bidang industri  makanan dan 

industri deterjen.  Fuad et al., (2004) dan 

Agustien et al.,(2007) memaparkan bahwa enzim 

yang dapat digunakan sebagai bahan tambahan 

deterjen merupakan enzim yang memiliki 

aktivitas tinggi pada rentang pH basa (>pH 8,0), 

tidak terlalu dipengaruhi senyawa deterjen atau 

ion-ion logam yang banyak di dalam deterjen dan 

dapat bekerja pada suhu relatif luas, dingin atau 

panas.  

Menurut  Kalisz (1988) ; Outtrup dan 

Boyce (1990) enzim protease yang dapat 

dimanfaatkan dalam bidang industri makanan 

merupakan enzim yang aktif di pH netral dan 

alkaline di suhu yang tinggi kisaran 40-50˚C. 

Oleh karena itu perlu dilakukan uji lebih lanjut 

aktivitas enzim protease fungi untuk 

meningkatkan aktivitas enzim protease isolat 

fungi dari alpukat dan dari kelapa sehingga 

berpotensi untuk dikembangkan dan 

dimanfaatkan dalam dunia industri, terutama 

pada industri deterjen. Selain itu dilihat dari 

indeks aktivitas kedua isolat fungi, penelitian 

seperti pemilihan substrat dan konsentrasinya, 

jenis sumber nitrogen ataupun faktor-lainya 

lainya perlu dilakukan. Dengan demikian, maka 

kedua isolat fungi menunjukkan aktivitas 

proteolitik yang jauh lebih rendah dibanding 

dengan aktivitas lipolitiknya, sehingga 

menggunakan kedua isolat fungi tersebut sebagai 
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oragnisme sumber penghasil lipase dan protease 

belum menunjukkan kemungkinan tersebut.  

 

Kesimpulan 

 

Aktivitas enzim protease isolat fungi dari 

alpukat dan dari kelapa terpengaruh oleh pH, 

suhu dan waktu inkubasi. Aktivitas terbaik 

diperoleh pada pH 7 di suhu ruang waktu 

inkubasi selama 1x24 jam.  Aktivitas protease 

tersebut menurun pada suhu 30oC dari indeks 

aktivitas pada suhu ruang masing-masing sebesar 

0.36 dan 0.31, menjadi 0.15 dan 0,17 pada suhu 

30oC.   
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