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RINGKASAN

UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK HASIL FERMENTASI BIJI BUNCIS
(Phasaeolus vulgaris 1..) OLEH Aspergillus oryzae FNCC 6004

Sopta Putri Lika Sari

Komponen utama dari pembekuan darah adalah fibrin yang terbentuk melalui
proses proteolisis oleh trombin. Fibrin kemudian akan dihidrolisis oleh plasmin untuk
mencegah trombosis di pembuluh darah menjadi Fibrin Degradation Product (FDP).
Agen trombolitik dapat berupa enzim fibrinolitik yang merupakan protease yang
mendegradasi fibrin, yaitu bekuan darah dari fibrinogen hasil dari proteolisis
trombin, proenzim plasminogen akan diubah menjadi plasmin aktif enzim untuk
melarutkan trombus (Kalaiyarasi and Mubeen, 2014). Potensi agen trombolitik dapat
berasal tanaman yang diambil ekstraknya. Biji Buncis (Phaseolus vulgaris) memiliki
kandungan enzim protease yang tinggi sehingga buncis dapat berpotensi sebagai agen
trombolitik (Karmous et al., 2012). Selain dari tanaman, agen trombolitik juga dapat
dihasilkan oleh mikroorganisme, yaitu bakteri dan jamur. Dalam penelitian ini digunakan
jamur Aspergillus oryzae yang telah terbukti memiliki aktivitas aktivitas fibrinolitik
(Shirasaka et al., 2012). Dari kedua sumber agen trombolitik tersebut dilakukan
kombinasi melalui proses fermentasi untuk meningkatkan sifat substrat dan menghasilkan
senyawa bioaktif yang lebih banyak sehingga meningkatkan efek terapetiknya. Hasil dari
fermentasi dapat dipengaruhi oleh beberapa hal, diantaranya pemilihan probiotik dan
media yang sesuai, pH, suhu, serta waktu fermentasi (Hussain ez al., 2016). Biji Buncis
digunakan sebagai media fermentasi karena merupakan sumber nitrogen dan karbon yaitu
nutrisi bagi mikroorganisme untuk tumbuh. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui peningkatan aktivitas trombolitik hasil fermentasi dari Biji Buncis
(Phaseolus vulgaris) oleh Aspergillus oryzae FNCC 6004 pada berbagai variasi pH dan
suhu.

Uji aktivitas protelitik dan fibrinolitik dilakukan sebagai langkah awal untuk
mengetahui aktivitas enzim dari suspensi Aspergillus oryzae FNCC 6004, ekstrak Biji
Buncis (Phaseolus vulgaris) dan hasil fermentasi dari Biji Buncis (Phaseolus vulgaris)
oleh Aspergillus oryzae FNCC 6004 pada berbagai variasi pH dan suhu. Uji proteolitik
dilakukan untuk mengetahui bahwa sampel dapat menghasilkan protease yang memiliki
kemungkinan dalam menghasilkan enzim fibrinolitik. Dari data uji proteolitik dan
fibinolitik menunjukkan bahwa seluruh sampel dapat menghasilkan zona jernih dengan
nilai indeks proteolitik dan fibrinolitik terbesar pada hasil fermentasi Biji Buncis
(Phaseolus vulgaris) oleh Aspergillus oryzae FNCC 6004 pada pH 7 dan suhu 40°C
sebesar 3,66 dan 3,23.

Uji Clot lysis uga dilakukan dalam penelitian ini, tujuan dari dilakukannya uji ini
adalah untuk mengetahui dan memastikan aktivitas trombolitik dari sampel yang dapat
mendegradasi fibrin pada darah. Dari data indeks trombolitik yang diperoleh, terdapat
peningkatan aktivitas setelah dilakukan fermentasi pada berbagai pH dan suhu. Aktivitas
trombolitik tertinggi diperoleh dari hasil fermentasi fermentasi Biji Buncis (Phaseolus
vulgaris) oleh Aspergillus oryzae FNCC 6004 pada pH 7 dan suhu 40°C dengan nilai %
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Clot lysis sebesar 63,34 dan indeks trombolitik sebesar 237,48. Terdapat peningkatan
yang siginifikan jika dibandingkan dengan ekstrak Biji Buncis sebelum dilakukannya
fermentasi, hal itu dikarenakan dengan adanya proses fermentasi dengan variasi pH dan
suhu, mikroorganisme berada di fase logaritmik dimana jamur akan mengalami
pertumbuhan secara maksimal pada fase tersebut sehingga enzim-enzim yang terlibat
dalam proses fermentasi banyak dihasilkan. Dengan adanya peningkatan pH dan suhu
maka pertumbuhan jamur juga akan mengalami penurunan karena pH akan
mempengaruhi pembentukan sel baru, yang mana akan mempengaruhi transfer proton
pada membran yang berperan dalam pembelahan sel. Sedangkan pada saat suhu
melampaui batas tertentu, akan terjadi proses denaturasi yang menyebabkan enzim akan
kehilangan bentuk spesifiknya (Bordoloi and Ganguly, 2014).

Dari penelitian ini diperoleh bahwa proses fermentasi Biji Buncis (Phaseolus
vulgaris) oleh Aspergillus oryzae FNCC 6004 terbukti memiliki aktivitas trombolitik dan
dapat meningkatkan aktivitas trombolitik dibandingkan dengan ekstrak Biji Buncis
sebelum dilakukan fermentasi. Aktivitas trombolitik maksimum diperoleh pada
fermentasi dengan pH 7 dan suhu 40°C.. Diharapkan penelitian ini dapat dilanjutkan
dengan mengidentifikasi senyawa yang berperan dalam aktivitas trombolitik pada hasil
fermentasi Biji Buncis (Phaseolus vulgaris) oleh Aspergillus oryzae FNCC 6004.
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ABSTRACT

Assay of Thrombolytic Activity of Fermented Chickpeas seeds (Phaseoulus
vulgaris 1.) by Aspergillus oryzae FNCC 6004

Sopta Putri Lika Sari

Background : Thrombolytic agents are plasminogen activators that can be used
to break down fibrin into fibrin degradation product in cardiovascular therapy.
Aspergillus oryzae is the one of the microorganisms that can be a source of thrombolytic
agents. Thrombolytics agents can also be derived from plants including Phaseolus
vulgaris. Both sources of thrombolytic agents are combined through a fermentation
process to enhance their therapeutic effect. Objective : This research aimed to determine
the increase in the thrombolytic activity from the fermentation product of Phaseolus
vulgaris by Aspergillus oryzae FNCC 6004 in the variation of pH and fermentation
temperatures. Methods : Phaseolus vulgaris fermentation process was carried out at pH
6,7, 8 at 35°C, 40°C, and 45°C for 48 hours. Thrombolytics activity was determined by
the clot lysis method. Result : The results of the thrombolytic investigation showed that
there was an increase in thrombolytic activity during the fermentation process. Phaseolus
vulgaris fermented for pH 7 at 45°C showed the highest thrombolytic index (237,48) as
compared to exhibited by Phaseolus vulgaris (82,78) and Aspergillus oryzae FNCC 6004
(119,87). Conclusion : This study revealed that the fermentation process of Phaseolus
vulgaris by Aspergillus oryzae FNCC 6004 significantly increases thrombolytic activity.

Keywords : thrombolytic activity, Aspergillus oryzae, Phaseolus vulgaris, clot lysis,
fermentation.

X

SKRIPSI UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR ISI
Halaman
Lembar Pengesahan ...........ccoooviiiiiiiiiiiecie e il
KATA PENGANTAR ..ottt v
RINGEKASAN ..ottt ettt vii
ABSTRACT ...ttt ettt ent et ne st et nae s ix
DAFTAR ISttt ettt st X
DAFTAR TABEL. ..ottt Xiv
DAFTAR GAMBAR ..ottt XV
DAFTAR LAMPIRAN . ..ottt XVvii
DAFTAR SINGKATAN ..ottt Xviii
BAB I PENDAHULUAN.....c.ooiitiiiitit ettt sttt 1
1.1 Latar BelaKang..........cocoeiiiiiieieiieeeeeeete e 1
1.2 Rumusan Masalah ..........ccccocoiiii e 6
1.3 Tujuan Penelitian ... 7
1.4 Manfaat Penelitian..........ccococooiiiiniiie e 7
BAB II TINJAUAN PUSTAKA ..ottt 8
2.1 Tinjauan Tentang Penyakit Kardiovaskular.............c.ccooiiiiiniiiiie, 8
2.2 Tinjauan Tentang BUNCIS............ccccoiviiviiiiiieieicceecce e 8
2.2.1 Klasifikasi BUNCIS ........coviiiiiiiiic e 9
2.2.2 Kandungan BUNCIS ........cccoioiiiiiiiieieieieieecsee e 9
2.3 Tinjauan Tentang Protease ..........c.ccceeivieieeiiinieieieeeeeee e 10
2.3.1 Metode Perhitungan Enzim Proteolitik ..........ccooeiiiininiiicce 11
2.4 Tinjauan Tentang Enzim Fibrinolitik ............ccocooorinnncee 11
2.4.1 Faktor Yang Mempengaruhi ENzim ...........cccccoooviiiiiniiiiiccee, 14
2.4.2 Metode Perhitungan Enzim Fibrinolitik Fibrin Plate................ccccocovueuece. 16

X

SKRIPSI UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

2.5 Tinjauan Tentang Aktivitas TrombolitiK..........cccccoriiiiiininiiiiiece, 17
2.5.1 Penggolongan Agen TrombolitiK..........ccooeiiiiiinieiieecee, 17
2.5.2 Metode Perhitungan Aktivitas Trombolitik dengan Clot lysis................... 19

2.6 Tinjauan Tentang MiKroorganiSme.............coeueveueinieieieieinieieieeeeieeeieieeee s 19
2.6.1 Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Mikroorganisme....................... 21
2.6.2 Mikroorganisme Penghasil Agen Trombolitik dan Enzim Fibrinolitik ..... 24
2.6.3 Tinjauan Tentang Aspergillus Oryzae..........ccovveveveeirievereeerieeeeeeeevnes 26

2.7 Tinjauan Tentang Pengambilan Darah Hewan............c.ccooeiiiniiiiiininnen, 27

2.8 Tinjauan Tentang Fermentasi ...........ccocoerioiiirieicininceieeeeeee e 28
2.8.1 Fermentasi Tanaman ODbat ...........ccccovieivniiciniiniceniceeceesc e 29
2.8.2 Tinjauan Tentang Fermentasi Padat .............cccocooiiiiiniiiice, 29
2.8.3 Faktor yang Mempengaruhi Fermentasi ............cccoeoeeeiiiiicicccceenees 30
2.8.4 Fermentasi Padat Yang Menghasilkan Enzim Fibrinolitik.......................... 32

2.9 Tinjauan Tentang Uji Kadar Protein.........c.ccoocoeeivieiireeciieieeeceeeees 33

2.10 Tinjauan Tentang Uji Profil Protein Dengan Elektroforesis ...........ccocovvvinennee.

................................................................................................................................... 33
BAB III KERANGKA KONSEPTUAL.....ccctiitiiiiiiniteeteeeseeee e 35

3.1 Uraian Kerangka Konseptual............cccooooiiiiiiiininiieeccee e 35

3.2 HIPOLESIS c.eviieiiieieieeiet ettt ettt nenens 37

3.3 Bagan Kerangka Konseptual............ccccccooiviiiiiiiiieiiecieeeceeee s 38

BAB IV METODE PENELITIAN .....coiiiiiiiiiiiettseeeeesese e 39

4.1  Rancangan Penelitian...........ccooiiiiiiiiice e 39

4.2  Tempat dan Waktu Penelitian...........c.ccccoeveviiiiiiiiiiieiieciceeeeeeeeveeiean 39

4.3 Variabel Penelitian ...........cccccoeiiiiiiiisesee e 39
4.3.1 Klasifikasi Variabel...........cocovoiiiiiiiiiiiccceecceeeee e 39
4.3.2 Definisi Operasional Variabel ............cccooiiiiininiiiieeeeeee, 39

4.4 Alat dan Bahan Penelitian ...........ccccocooiiiiiini e 40

xi

SKRIPSI UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

A4 T ALBL .ot 40
4.4.2 BANAN ..o 40
4.5 Kerangka Operasional...........ccccooeiiiiiiieieiiiieeeceeeeeeee e 41
4.6 Tahap Penelitian ..........cccoooiiiiiieiiiiecc e 42
4.6.1 Preparasi MEdIa ........c.cooveviieiiieiiiiieiiieieeeeetet ettt 42
4.6.2 Preparasi Suspensi Spora A. oryzae FNCC 6004 (Inokulum)..................... 43
4.6.3 Proses Fermentasi Tempe BUNCIS ........cocooveveviiivirieiiicceeee 44
4.6.4 Pembuatan Ekstrak Crude Enzym dan Cruede Extract ................................ 44
4.6.5 Preparasi Pembuatan Trombus ..........ccccoovieiioininieiceee e, 44
4.6.6 Uji Aktivitas Proteolitik dengan Skim Milk AGar ...............ccovvvveveveennn. 44
4.6.7 Uji Aktivitas Enzim Fibrinolitik dengan Fibrin Plate ................................. 45
4.6.8 Uji Aktivitas Trombolitik dengan Metode Clot Iysis ...........cccovvveeinennnee. 45

4.6.9 Uji Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-

P . 45
4.6.10 Uji Kadar Protein ..........cccocvvieveuiiiieieieeiiceeieee e 46
4.6.11 UJ1 StAtISHIK ... 47
BAB V HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN ......cocoiiiieeeeeeeee 48
5.1 Peremajaan Aspergillus oryzae FNCC 6004 ..........cocoiininiiiiniecceeeee 48
5.2 Pembuatan Suspensi Spora A. oryzae FNCC 6004 (Inokulum)....................... 49
5.3 Fermentasi Tempe BUNCIS.........ccccoovieiiiiiiiiieiieeeee e 50
5.4 Hasil Uji Proteolitik pada Media Skim Milk Agar (SMA) ......ccooovevvivveennne. 51
5.5 Hasil Uji Fibrinolitik pada Media Fibrin Plate...............ccccoceerevverererenennnnnn. 53
5.6 HaSil UJi CIOE LYSIS .o 55
5.8 Uji Kadar Protein.........cccooiiiiiieiiiiiicicieicceeteeeee et 61
5.9 Uji EICKIIOTOTESIS. ...cueiieeceieiieieieieeeie e 61
510 UJL StAtISIK ..ot 62
5.10.1 Uji Normalitas Shapiro-Wilk Test ...............ccccoceveiiiiieiieeeeeeiceenens 62
xii

SKRIPSI UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

5.10.2 Test of Homogenity Of VarianCe ...............cccoeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeieeeeens 62

5.10.3 TWo Way ANOVA TSt ........oc.cvveiieiieiieiseeseeeeeee s 62

5.10.4 Post Hoc Multiple Comparison (Tukey HSD)........cocoovvvvveiiniiieiiie, 63

5.10.5 Homogenous Subsets (Duncan) Pada Subset Alpha =0,05 ....................... 63

S5.10.6 PAIFEA T-TESE ..ottt seaenes 63

BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN .....ootiiiinitienteneneneeeetee et 64
6.1 KeSIMPUIANL....ciiiiiiiiiiicicicccetee ettt ssseas 64

0.2 SATAMN...c.oiiiiiiiii ettt 64
DAFTAR PUSTAKA ..ottt 65
LAMPIRAN ..ottt ettt ettt 72

xiii

SKRIPSI UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



Tabel II. 1

Tabel II. 2
Tabel I1. 3
Tabel I1. 4

Tabel 1II. 5
Tabel V. 1
Tabel V. 2
Tabel V. 3

SKRIPSI

IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR TABEL

Halaman

Penggolongan Agen Trombolitik (Akhtar et al., 2017; Kumar and Girish,

Mikroorganisme Penghasil Agen Trombolitik dan Enzim Fibrinolitik. ... 25
Protease dan Kondisi Optimum Fermentasi dari Aspergillus oryzae........ 27

Anastesi yang diperbolehkan dalam Pengambilan Darah Hewan

.................................................................................................................. 28
Fermentasi Padat Menggunakan Jamur .........ccccoooeeiiiiiiiiiniiicee 32
Tabel Hasil Uji ProteolitiK.........c.cooiiriiiiiiieieceeeee e 53
Hasil Perhitungan Indeks Fibrinolitik...........coccooiiiiiiiniiiiiiee 55
Hasil Perhitungan Indeks Trombolitik...........cccooieriiniiiininiiniiiencee 58

Xiv

UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR GAMBAR

Halaman

Gambar 2. 1 Biji Buncis (USDA, 2021) ...oviiiiieiieeiteeee ettt eive e 9
Gambar 2. 2 Proses Fibrinolisis (Diwan et al., 2021) ........ccccoovieeieiiiiiiiiieeecie e, 12
Gambar 2. 3 Mekanisme Katalisis Protease Serin dengan Substrat Peptida dalam
Kimotripsin (Lieberman and Marks, 2008) ...........cccceevevveeviieerieennnenn, 13

Gambar 2. 4 Kurva pH optimum (Bisswanger, 2008) .........c.cccccvveeeiireriiieeriieniieenveens 16
Gambar 2. 5 Fase Pertumbuhan Mikroorganisme (Parija, 2012).........ccccocvevveninennnnne. 20
Gambar 2. 6 Suhu Pertumbuhan Mikroorganisme (Hogg, 2013) ......cccceveiienienieennne 22
Gambar 2. 7 pH Optimum Mikroorganisme (Hogg, 2013)......c.cccceevierviircienienieenne, 23
Gambar 3. 1 Bagan Kerangka Konseptual ...........ccccooiioiiniiiiniiiniiicccee, 38
Gambar 4. 1 Bagan Kerangka Operasional...........ccccccuvevierieiiieoiieniecie e 41
Gambar 5. 1 Hasil peremajaan Aspergillus oryzae FNCC 6004 pada media PDA ...... 48
Gambar 5. 2 Suspensi Spora Aspergillus oryzae FNCC 6004 ...........ccceveieiieiienenne. 49

Gambar 5. 3 Hasil fermentasi Biji Buncis dengan Aspergillus oryzae FNCC 6004 selama
48 jam pada suhu a) 35°C b) 40°C ) 45°C .oooiiiiiiieeeeee e, 50
Gambar 5. 4 Contoh hasil pengamatan aktivitas proteolitik pada hasil fermentasi
Phaseolus vulgaris oleh Aspergillus oryzae FNCC 6004 selama 48 jam
dengan pH 7 pada suhtt 40°C.........coooviiiiiieiiecieeeeeece e 52
Gambar 5. 5 Contoh hasil pengamatan aktivitas fibrinolitik pada hasil fermentasi
Phaseolus vulgaris oleh Aspergillus oryzac FNCC 6004 selama 48 jam
dengan pH 7 pada suhu 40°C........ccoiiiiiiieiee e 54
Gambar 5. 6 a) Contoh hasil uji aktivitas trombolitik pada hasil fermentasi Biji Buncis
(Phaseolus vulgaris) oleh Aspergillus oryzae FNCC 6004 dengan metode
Clot lysis sebelum inkubasi. b) Contoh hasil uji aktivitas trombolitik
pada hasil fermentasi Biji Buncis (Phaseolus vulgaris) oleh Aspergillus

oryzae FNCC 6004 dengan metode Clot lysis setelah inkubasi 205 menit

dengan variasi pH dan Suhul...........ccooiiiiiii 56

Gambar 5. 7 Diagram Aktivitas TrombolitiK..........cccceeveiiiiiiiiiiiiiiiieeciee e 57

Gambar 5. 8 Grafik Pertumbuhan Jamur ............ccoooiiiiiiiii e 60
XV

SKRIPSI UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Gambar 5. 9 Hasil Uji Elektroforesis Biji Buncis sebelum fermentasi dan sesudah

fermentasi (pH 7 SUhU 40°C) ....oooiviiiiiieee e 61

XVvi

SKRIPSI UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR LAMPIRAN

Halaman

Lampiran 1-Hasil Determinasi Phaseolus vulgaris...........ccccoveevenieienieieneeienceenne, 73
Lampiran 2-Dokumentasi Pemesanan Aspergillus oryzae FNCC 6004....................... 74
Lampiran 3-Hasil Fermentasi Biji Buncis dengan Aspergillus oryzae FNCC 6004 selama
48 jam pada Berbagai Variasi SUNU ..........ccccevveviiiciiiiiiiccc e 75

Lampiran 4-Hasil Pengamatan Zona Jernih Uji Proteolitik pada Media Skim Milk Agar
(SIMLA ettt 76

Lampiran S-Data Hasil Uji Aktivitas Proteolitik..........ccccovvieviriininiininenicieccee, 78
Lampiran 6-Hasil Pengamatan Zona Jernih Uji Fibrinolitik pada Media Fibrin Plate. 79
Lampiran 7-Data Hasil Uji Aktivitas FibrinolitiK...........ccoocoevevieiiniininiiieieceeee, 81
Lampiran 8-Hasil Pengamatan Uji Aktivitas TrombolitiK...........cccoooeririiinininnennnne. 82
Lampiran 9-Data Hasil Uji Aktivitas Trombolitik.............occooiiiiiiiiiiiii e 83
Lampiran 10-Data Hasil Uji Proksimat ............cccoooiiiiiiii e 85
Lampiran 11-Data Hasil Uji EleKtroforesis .........cooovevieriiniieiieienie e 87
Lampiran 12-Hasil Uji StatiStik ........ccoooiiiiiiiiiiieec e 88

XVii

SKRIPSI UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ... SOPTA PUTRI LIKA SARI



CVDs
FDP
t-Pa

Sp.
APSAC
SMA
BBF
PLG
SDS-Page
AOAC
FNCC
PDA
SSF

SKRIPSI

IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR SINGKATAN

= Cardiovaskular Diseases
= Fibrin Degradation Product
= Tissue-type plasminogen activator

= Spesies

= Anisolated Purified Streptokinase Activator Complex

= Skim Milk Agar
= Hasil fermentasi biji buncis

= Plasminogen

= Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

= Association of Olfficial Analytical Chemists

= Food and Nutrition Culture Collection
= Potato Dextrose Agar

= Solid-state fermentation

XViil

UJI AKTIVITAS TROMBOLITIK ...

SOPTA PUTRI LIKA SARI



