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ABSTRACT

The main objectives of this research were to purify protease from ‘bidur (Calotropis gigantea) lafex and its partial
charaClerization in refation with this application in the food processing. Protease was exiracted from biduri Jatex by using ammonium
sulphate 35-80%, dialyzed and then purified subsequently through sephadex G-25 gel and CM sephadex C-50 cation exchanger. Biduri
protease has specific activity of 59 unit/g in casaln substrate. Optimum pH was 7 and temperature 55°C. Apparent Kn was 21.63 g/ml and
reaction maximum velocity (Vmex) being 18.9 mg/mi/min. SDS-PAGE (Sodium Dodecy! Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
analysis showed the apparent molecular weight of the profease was 25.2 kD. Moreover, the protease can be inactivated at 90°C for 10

min, or 60°C for 30 min.
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PENDAHULUAN

Enzim protease dapat diproduksi dari
organisme hidup yang meliputi: mikroorganisme, hewan
maupun tanaman. Namun demikian untuk memproduksi
enzim protease dari beberapa sumber tersebut masih
menghadapi banyak kendala. Meskipun mikraba dikenal
luas sebagai sumber enzim protease, namun untuk
tujuan-tujuan tertentu, enzim protease dari tanaman
masih mempunyai peranan yang sangat besar yang
belum sepenuhnya dapat digantikan oleh enzim mikroba.
Enzim yang diproduksi dari jaringan hewan relatif mahal
dan ketersediaanya tergantung pada permintaan hewan-
hewan sumber enzim tersebut di pasaran, mengingat
enzim harus diekstrak dari hewan-hewan yang sudah
mati. Sedangkan enzim protease yang diproduksi dari
tanaman seperti papain dari getah pepaya, akan
mengakibatkan penurunan kualitas pada buah segarnya
setelah disadap.

Di sisi yang lain, ketersediaan enzim protease
belum mencukupi kebutuhan, sementara pemakaian
protease bagi industri pangan cenderung meningkat £0-
70% dari fotal pemakaian enzim untuk pangan (Rao et
al.,, 1998, Adinarayana et al., 2003). Oleh karena itu perlu
dicari sumber-sumber enzim protease yang lain, Salah
satunya adalah biduri (C. giganfea) yang merupakan
jenis tumbuhan semak liar di daerah tropis termasuk

Indonesia. Menurut Stenis (1992) tanaman ini banyak
tumbuh pada lahan kering dan sampai saat ini belum
banyak dimanfaatkan bahkan pada beberapa daerah
dianggap sebagai guima. Bentuk tanaman bidurt tertera
pada Gambar 1.

Tanaman dalam satu genus dengan bidur,
yaitu Calotropis procera dapat digunakan sebagai
sumber enzim protease (Eskir, 1990). Peneliti lain yaitu
Chinas and Canales (1986), melaporkan bahwa C.
procera fefah sukses digunakan sebagai sumber enzim
protease untuk pembuatan keju. Menurut paradigma
Chemotaxonomy, {anaman dari genus yang sama
memiliki kemiripan dalam komposisi kimianya (Ray,
1989). Hasil penelitian penulis sebelumnya menunjukkan
bahwa tanaman biduri dapat digunakan sebagai sumber
enzim protease, dan juga ekstrak kasar protease biduri
mempunyai kemampuan untuk mengempukkan daging
dan menggumpalkan susu, walau belum menghasilkan
tingkat keempukan daging dan rendemen keju yang
maksimal (Witono, 2002a; Witono, 2002b; Witono et at.,
2002 dan Witonc et al., 2003}, hal ini karena belum
diketahui karakteristik protease biduri secara pasti.
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Gambar 1.

Komponen-komponen non enzim yang
terdapat dalam suatu crude enzyme sering mengganggu
atau menghambat aktifitas enzim yang bersangkutan.
Oleh karena itu crude profease yang telah diekstrak dari
sumbernya perfu dipurifikasi. Di samping itu, untuk
keperluan karakterisasi akan lebih bak apabila
menggunakan enzim protease yang sudah terpurifikasi.
Teknik purifikasi suatu enzim berbeda dengan enzim
lainya, tergantung dari sifat-sifat molekul protein yang
terdapat pada enzim fargef. Purifikasi dapat dilakukan
melalui beberapa cara atau tahapan, mulai dari
presipitasi menggunakan garam ammonium sulfat,
dialisis dengan selopan, sampai dielusi melalui kolom
kromatografi yang berisi gel filirasi maupun ion
exchanger (Whitaker, 1994; Naz, 2002).

Nilai guna suaty enzim ditenfukan oleh
kemampuannya untuk dapat diaplikasikan dalam proses-
proses pangan. Untuk itu karakterisasi sebagai dasar
dalam aplikasi suatu enzim protease menjadi sangat
diperlukan. Sejauh ini belum didapat informasi tentang
karakteristik dari protease biduri. Penelifian ini bertujuan
untuk: (1) mengisclasi enzim protease dari gelah
tanaman biduri hingga didapat protease yang relatif
mumni yang memiliki akfifitas spesifik tinggi; dan (2)
karakterisasi parsial enzim protease dari getah tanaman
biduri sebagai dasar penanganan dan pemanfaatannya
lebih lanjut pada pengolahan pangan.

Tanaman biduri

Y

{Calotropis gigantea)

METODOLQGI

Bahan dan alat

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian
ini adalah getah dari pucuk batang tanaman biduri
(Calotropis gigantea) yang di dapat dari daerah Watu Ulo
Ambulu Jember-Jawa Timur. Getah didapat dengan cara
meiukai atau memotong pucuk batang tanaman biduri,
lalu dibawa pada kondisi dingin dalam termos yang telah
disisi es batu. Bahan kimia yang digunakan
berspesifikasi pure analytic (PA) dari Merck Jerman gel
sephadex G-25 dan Carboxymethyl Sephadex (CM)
Sephadex C-50 Cation Exchanger.

Sedangkan alat-alat yang digunakan dalam
penetitian ini meliputi: centrifuge Medifriger, centrifuge
Yenaco mode! YC-1180 (Jepang), freeze drying Snijder
Scientific tipe 2040 (Belanda), spectronic 21D Melton
Roy, pH meter Jen Way tipe 3320 (Jerman), magnetik
stirer Stuart Scientific, vortex Thermolyne tipe 16700
Mixer, lemari pendingin, waterbath GFL 1083, neraca
analitik Ohaus dan pemanas listrik Gerhardt.

Ekstraksi enzim protease dari getah tanaman
biduri (Noda et al., 1994 dengan modifikasi)

Ekstrakst enzim protease dari getah biduri;
dilakukan secara saffing out menggunakan garam
ammonium sulfat pada tingkat kejenuhan 65%. Setelah
dialisis dan dikeringkan, crude protease bidun diamati
kadar protein terlarut (Walker, 1994), aktifitas proteolitix
{Stoknes and Rustad, 1995, Walker, 1994) dan total
akfifitasnya dihitung.
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Purifikasi enzim protease biduri (Choi et al.,
1999; Nafaji et al., 2005) dengan modifikasi

Enzim kering hasil purifikasi dengan kolom
kromatografi gel filtrasi G-25, kemudian dilanjutkan
dengan kolom kromatografi penukar ion positif CM
sephadex C-50. Purifikasi dimulai dengan melarutkan
enzim kering hasil purifikasi gel fillrasi sephadex G-25
dengan 0,05 M buffer fosfat pada pH 7. Kemudian
larutan enzim protease biduri tersebut dilewatkan pada
kolom kromatografi penukar ion positif CM sephadex C-
50. Kolom dielusi dengan menggunakan gradien NaCl
pada konsentrasi antara 0 sampai 1 M. Eluen ditampung
5 mi pada tabung reaksi sebanyak 63 fraksi (5
miftabung). Setiap fraksi dianalisa protein dan aktifitas
enzimnya. Fraksi yang mengandung  aktifitas
dikumpulkan, kemudian dibekukan selama 24 jam
{sampai beku). Enzim beku tersebut di kering bekukkan
selama 3 hari, sampai didapat enzim kering. Pada setiap
akhir tahapan diamati kadar protein terfarut (Watker,
1994), aktifitas proteclitik (Stoknes and Rustad, 1995
Walker, 1994) dan dihitung total aktifitasnya.

Karakterisasi parsial enzim protease biduri

Isolat enzim biduri murni yang dihasilkan dari
proses diatas selanjutnya diamati sebagian sifat-sifatnya.
Beberapa parameter dipiih dengan seksama yang
merujuk pada sifat-sifat khas enzim protease pada
umumnya, meliputi: berat molekul (BM}) dengan metede
gel electrophoresis yakni: SDS-PAGE (Bejosano and
Corke, 1999), Km dan Vmax enzim protease biduri
(Whitaker, 1994), penentuan pH dan suhu optimal
(Asakura et al., 1997) serta termostabilitasnya (Stoknes
and Rustad, 1995).

Penentuan BM protease biduri (Metode SDS-PAGE;
Bejosano and Corke, 1999)

Sodium  dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis {SDS-PAGE) dari protein enzim hasil
purifikasi yang memiliki aklifitas spesifik paling tinggi
(dalam hal ini dari fraksi 35-40) dilaksanakan
menggunakan suatu Mini-Protean i Electrophoresis
System (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) berdasarkan
petunjuk yang ftelah ada. Gel distaining dalam
Coomassie blue R-250. Marker berat molekul diestimasi
dari perbedaan fraksi yang terdeteksi. Marker yang
digunakan dari Sigma (St Louis, MO, USA) yang meliputi
bovine albumin dan carbonic anhydrase dengan berat
melekul masing-masing 66 dan 29 kDa.

Penentuan nilai K dan V., protease biduri

Penentuan nilai Km dan Vmax dihitung pada
beberapa level substrat. Reaksi antara enzim dan
substrat dilakukan pada suhu optimum enzim biduri pada
range waktu 0 — 20 menit dengan selang waktu 2 menit,
Adapun level substrat meliputi: substrat 0,02; 0,01,
0,0075; 0,005; dan 0,0025 g/ml.

Pengujian pengaruh suhu dan penentuan suhu
optimal aktivitas protease biduri (Asakura et al.,
1997)

Penguijian pengaruh suhu dan penentuan suhu
optimal aktivitas enzim dilakukan pada range suhu 30-
80°C dengan selang 5°C sehingga didapatkan 11 level
perlakuan suhu. Diamati aklivitas enzim pada tiap level
suhu dan dipilih suhu optimal (suhu yang menunjukkan
aktivitas enzim protease terbesar).

Pengujian pengaruh pH dan penentuan pH
optimal aktivitas protease biduri (Asakura et al.,
1997)

Pengujian pengaruh pH dan penentuan pH
optimal aktivitas enzim ditakukan pada range pH 5,0-3,0
dengan selang 1, sehingga didapatkan 3 tevel perlakuan
pH. Selanjutnya diamati aklivitas enzim pada tiap level
pH. Kemudian diplih salah satu level pH yang
menunjukkan aktivitas enzim tertinggi.

Pengujian termostabilitas protease biduri
{Stoknes and Rustad, 1995}

Pengujian  termostabilitas  enzim  dilakukan
dengan memanaskan enzim sebelum direaksikan
dengan substrat pada subu 60°C, 80°C, dan 90°C
selama 0, 10, 20, 30, 45 dan 60 menit. Kemudian
masing-masing kombinasi suhu dan waktu diuji
aktivitasnya

Analisa kadar protein terlarut (Walker, 1994}
Pengamatan dilakukan dengan mengambil
sampel sebesar 0.001 gram sampel protease kering.
Kemudian  dilakukan  hidrolisis  protein  untuk
mendapatkan protein ferfarut menggunakan 0.1 ml
NaOH 2N pada suhu 100°C selama 10 menit lalu
didinginkan. Protein  terlarut yang dihasilkan lalu
direaksikan dengan 2 ml reagen mix-Lowry dan
didiamkan selama 10 menit. Menambahkan 0.25 mi
reagen folin dan dibiarkan selama 30 menit. Ditera
dengan aquades sampai volume 5 ml kemudiar dibaca
absorbannya dengan spektrometer pada panjang
gelombang 750 nm. Data absarbansi diplotkan pada
kurva standar BSA untuk dihitung kadar proteinnya.

Pengujian aktifitas protease (Walker, 1994
dengan modifikasi)

Penguijian aktifitas enzim protease
menggunakan substrat soluble casein pada pH 7.
Menimbang 0.01 gram soluble casein dalam tabung
sentrifuse lalu dicampur dengan 3 ml buffer phosphat pH
7, dan dilakukan pra inkubasi pada suhu 37°C selama 4
menit. Setelah inkubasi, ditambahkan sampe! 0.005
gram protease kering ke dalam campuran, dan inkubasi
pada suhu 550C selama 20 menit. Pada akhir inkubasi
reaksi hidrolisis dihentikan dengan menambahkan 1 ml
larutan TCA 15%. Sebagai kontrol, dilakukan tanpa
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inkubasi dan reaksi hidrolisis pada waktu 0 menit,
dimana penambahan larutan TCA 15% dilakukan
sebelum penambahan protease. Selanjutnya, disentrifus
pada kecepatan 1000 rpm selama 10 menit. Supematan
yang diperoleh diambil 1 mi lalu di tambahkan 2.5 ml
mix-Lowry dan dibiarkan 10 menit.  Kemudian
ditambahkan 0.220 ml reagen follin dan dibiarkan selama
30 menit. Campuran ditera dengan aquades sampai
volume 5 ml lalu dibaca absorbannya menggunakan
spektrometer pada panjang gelombang 750 nm. Data
absorbansi diplotkan pada kurva standar tirosin untuk
dihitung aktifitasnya.

Axfifitas protease dinyatakan dalam unit aktifitas,
dimana satu unit berarti peningkatan konsentrasi asam
amino (umol tirosin) pada sefiap menit wakiu inkubasi.
Aktifitas spesifik enzim dinyatakan dalam unit akiivitas
per miligram protein enzim. Perhitungan aktifitas spesifik
enzim dapat menggunakan rumus sebagai berikut;

L ], 1000
sunit aktfitas =[x 1000
i t 18119
Keterangan
IC} = konsentrasi asam amino {pmol tirosiniml)

t = waktu hidrolisis (menit)

181.16 = berat molekul tirosin

1 unit 1 umol tirosin yang di bebaskan dari substrat oleh
setiap mg enzim pada suhu 55°C per menit.

tease getah biduri melalui kolom kromatografi

HASIL DAN PEMBAHASAN

Purifikasi protease dari getah biduri

Hasil purifikasi protease getah biduri yang
dilakukan melalui kolom Sephadex G-25 dilanjutkan
dengan kolom CM Sephadex C-50 Cation Exchanger
tertera pada Tabel 1.

Dibandingkan dengan crude protease hasil
ekstraksi menggunakan ammonium sulphat, hasil
purifikasi dengan sephadex G-25 menghasilkan protease
dengan akfifitas spesifik yang sedikit lebih tinggi, yakni
dari 0.0152 unit¥mg menjadi 0.0182 unit/mg atau terjadi
peningkatan sebesar 20.2%. Hal ini menunjukkan bahwa
dengan gel sephadex G-25 sebagian protein bukan
protease target dan malekul-molekul non protein telah
terierap ke dalam resin tersebut, Purifikasi lanjutan
menggunakan CM Sephadex ©C-50 meningkatkzn
akfivitas spesifik protease sebesar 291.5% (hampir 3 kali
lipatnya). Pembuktian melalut uji elekiroforesis ternyata
menunjukkan ban tunggal (Gambar 2).

cKadar | gt Total o Adifitas © | “Peningkatan:
:Protein: -} {anigy | ‘Aktifitas | Spesifik- |- Aktifitas -
" s %) LU e (unit) . {unitimg) |- Spesifik (%) :
IAmmonium sulphat 34,5543 | 0.0668 0.2663 0.0152 -
ISephadex G-25 15.4626 232971 0.0705 0.2818 0.0182 20.2
ICM Sephadex C-50 1.3553 1.6408 0.0252 0.0805 0.0594 2915

1 unit = pumol firosin yang di bebasken dari soluble casein setiap menit

66.00kD —»
2900kD ——,
2518 kD

1

Keterangan:

1= Marker
2 = Sampel Ulangan 1
3= Sampe! Ulangan 2

Loading capacily = 20 pg

3
Gambar 2. SDS-PAGE hasil purifikasi melaiul Gel Sephadex G-25 dilanjutkan dengan
CM Sephadex C-50 Cation Exchanger
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Gambar 2 menunjukkan  bahwa  setelah
dipurifikasi dengan gel sephadex G-25 yang dilanjutkan
dengan purifikasi dengan CM Sephadex C-50 Cation
Exchanger menunjukkan hasil satu ban (pita) baik pada
sampel ulangan 1 maupun utangan 2. Sementara hasil
purifikasi dengan Gel Sephadex G-25 (Gambar tidak
diperiihatkan) masih menunjukkan adanya beberapa ban
pada setiap kolom SDS-PAGE yang diduga fraksi protein
bukan enzim. Hasil perhitungan berdasarkan SDS-PAGE
(Gambar 2) menunjukkan bahwa berat molekul (BM)
enzim protease getah tanaman biduri adalah sekitar
25.18 kD. Nilai ini hampir sama dengan BM ficin (25 kD)
sedikit lebih tinggi dari pada BM papain (23 kD), tetapi
lebth  rendah dari BM  pepsin (35 kD)
{http:iiwww.piercenet.com/). Hal ini menunjukkan bahwa
protease yang bersumber dari tanaman memiliki berat
molekul yang refafif sama. Proft elusi dari kclom
kromatografi dengan ge! sephadex G-26 dan CM
Sephadex C-50 Cation Exchanger menggunakan gradien
NaCl pada konsentrasi antara 0 sampai dengan 1 M
tertera pada Gambar 3.

Gambar 3 menunjukkan bahwa produk protease
tersebar hampir merata pada semua fraksi (terutama

pada fraksi ke 5-10 dan 15-55). Tetapi fraksi aktif turun
pada fraksi ke-9 dan paling besar turun pada tabung ke-
40, Protein enzim diestimasikan ferelusi pada
konsentrasi NaC! 0.55-0.65 M dengan ftotal akfivitas
sebesar 0.0805 dan aktiftas spesifik meningkat menjadi
0.0594 unit/mg. Elusi di atas fraksi ke-55 menunjukkan
penurunan bahkan hampir tidak terdeteksi adanya
protein maupun aktifitas proteasenya.

Suhu optimum

Kurva pengaruh suhu terhadap akfifitas protease
biduri ditunjukkan pada Gambar 4.

Suhu optimum aktifitas protease biduri berkisar
pada 55 °C. Sampai batas tertentu, semakin tinggi suhu
maka akiifitas enzim akan semakin meningkat sampai
suhu 55C, kemudian akfifitasnya akan furun. Hal ini
karena enzim adalah protein, maka semakin finggi suhu
mengakibatkan proses kerusakan protein enzim juga
semakin meningkat. Menurut Arteaga and Nakai {1990),
pada suhu tinggt di atas suhu optimal akan terjadi
kerusakan protein enzim yang disebut denaturasi,
sehingga terjadi penurunan aktivitas.

Profil Elusi Protease Biduri Hasil Purifikasi dengan
Penukar lon Positif CM Sephadex C-80

8 _—
el
7 - 025 &
g ¢ S0z £
e 5 H
o )
8 4 018 1
o 2
E 3 -0 g
2 o2
0,05
1
¢ 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Nomor Fraksi (5 mliTab}
—a— Total Proiein (mg) - w- Aktivitas Spesifik (unitymg) = Linear (NaCl}

1 unit = 1umol firosin yang dibebaskan dari substrat soluble casein setiap menit

Gambar 3.

Profil elusi dari fraksi protease melalui kolom kromatografi dengan Gel Sephadex G-25

yang difanjutkan dengan CM Sephadex C-50.

Kurva Suhu Optimum

016

612

Aktivitas (Unit)

50
Suhu (°C)

55

Gambar 4. Pengaruh suhu terhadap aktifitas protease biduri

5
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Enzim protease dari jaringan tanaman
mempunyai suhu opfimal yang berbeda-beda untuk
aktivitasnya. Suhu optimal protease dari getah biduri
adalah 55°C, sedangkan enzim protease yang diekstrak
dari daun Cnidosculus chayamansa adalah 40°C (Chinas
and Canales, 1986) dan enzim protease biji padi adalah
50C {Asakura et al., 1897). Suhu optimal protease dari
papain, fisin maupun pepsin jauh lehih rendah yakni
antara 20-37°C (hitp://www.piercenet.com/). Protease
getah biduri dapat digunakan ke dalam aplikasi proses
pangan yang menggunakan panas pada suhu 55°C.

pH Optimum

pH sangat berpengaruh terhadap aktifitas
protease biduri (Gambar 5). pH optimum aktifitas
protease biduri berkisar 7. Semakin jauh dari pH optimal
enzim semakin tidak stabil sehingga akfivitasnya
semakin rendah. Hal ini karena enzim merupakan protein
yang tersusun atas asam amino, pengaruh pH
berhubungan dengan sifat asam basa yang dimiliki oleh
protein. pH ekstrim dapat menyebabkan denaturasi
protein enzim yang mengubah susunan ruang tiga
demensi molekul protein enzim. Menurut Naz (2002),
perubahan keaktifan enzim akibat perubahan lingkungan
menyebabkan fterjadinya perubahan ionisasi enzim.
Wong (1995) menambahkan, pH ekstim berpengaruh
terhadap strukiur enzim dan muatan substrat. Kelebihan
atau kekurangan ion H* menyebabkan perubahan
konformasi sisi aklif enzim, sehingga substrat tidak lagi
berikatan dengan enzim, selanjutnya berakibat pula pada

pembentukan produk. Tetapi pada Gambar 5 juga terlihat
adanya peningkatan aklifitas protease biduri di atas pH
8. Hal ini menunjukkan bahwa protease biduri juga relafif
stabil pada kondisi alkali. Diduga terkait dengan sifat natif
dari protease lanaman biduri yang habitathya pada
daerah pantai.

Termostabilitas

Kurva stabilitas protease biduri terhadap panas
ditunjukkan pada Gambar 6. Termostabilitas enzim
berhubungan dengan daya tahan enzim terhadap panas
atau suhu tinggi. Daya tahan tferhadap panas ini
digunakan sebagai acuan dalam inaktifasi enzim ketika
digunakan untuk apltkasi produk pangan. Variasi suhu
yang difakukan pada penentuan daya tahan enzim
protease biduri adalah suhu 60°C, 80°C, dan 90°C.
Gambar 6 menunjukkan bahwa aktifitas enzim protease
biduri akan semakin menurun seiring dengan lamanya
inkubasi dan peningkatan subu perlakuan. Pada suhu
60°C, masih terdapat akfifitas enzim hingga 10 menit
pemanasan, bahkan melebihi wakiu fersebut tampak
aklifitas enzim yang cukup signifikan. Namun pada suhu
90°C terjadi penurunan aklifitas enzim yang cukup tajam
jika dibandingkan dengan suhu sebelumnya, bahkan
pada saat 10 menit pemanasan akfifitas enzim
mendekati 0. Hal ini menunjukkan bahwa terjadi
inaktivasi enzim pada suhu 20°C.

Kurva pH optimum

0,08 .
0,06 !

i 0,04
0,04

Aktivitas (Unit)

0,02

0,06

0,04

Gambar 5. Pengaruh pH terhadap aktifitas protease biduri
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Kurva Thermostabilitas Protease Biduri

100
80 |

80 !

% Aktivitas

40 -

20 !

0 10 20

N

30
Waktu Inkubasi (menit)

-4— Suhu 60°C - Suhu 80°C =4 Suhu 90°C

40 50 60 70

Gambar 6. Termostabilitas protease biduri

Protein enzim terdenaturasi dengan cepat
pada suhu 90°C, sehingga akfifitas enzim tidak dapat
dipertahankan. Akibatnya terjadi penurunan akfifitas
enzim secara drastis jika dibandingkan dengan suhu
60°C dan 80°C. Apabila dilihat dari keadaan di atas,
maka enzim prolease biduri memiliki daya tahan yang
cukup tinggi terhadap panas. Ini ditunjukkan ketka enzim
dipanaskan pada suhu 80°C terdapat aktifitas enzim
yang cukup signifikan. Menurut Naz  (2002)
termostabilitas enzim protease umumnya berkisar pada
suhu 50-60°C dan denaturasi mulai terjadi pada suhu
tersebut.

Daya tahan terhadap suhu finggi yang dimiliki
oleh protease biduri ini dapat mempermudah proses
selanjutnya, terutama ketika enzim biduri diaplikasikan
dalam industri pangan. Apabila datam industri
diharapkan proses pengolahan yang relatif cepat, maka
inakfifasi enzim dapat dilakukan pada suhu tinggi (90°C).
Namun, apabila diharapkan untuk proses pengolahan
yang berjalan lambat, maka inaktifasi enzim dilakukan
pada suhu yang lebih rendah (60 — 80 <C).
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K dan Viax protease biduri

Penentuan laju reaksi enzim profease biduri,
diawali dengan menghitung nilai Vo atau kecepatan awal
enzim dafam memecah substrat. Vo dihitung dengan
cara memplotkan kadar protein produk (P) terhadap
waktu inkubast dalam bentuk kurva, dengan absis adalah
variasi waktu dan crdinat adatah mg protein. Nilai Vo ini
ditentukan  berdasarken besarnya masing-masing
substrat kasein yang digunakan. Kemudian ditentukan
besar slope pada kurva tersebut, nilai slope yang
dihasilkan merupakan nilai V awal enzim. Dari V awal
berbagai konsenirasi substrat tersebut, hasil yang
didapatkan kemudian diplotkan dalam bentuk kurva
Michaelis-Menten. Setelah didapatkan kurva Michaelis-
Menten, hasil yang didapatkan kemudian dipiotkan
datam bentuk kurva Lineweaver-Burk untuk memperoleh
nilai Kmdan Vmex.

Pengaruh dari variast substrat kasein terhadap
kecepatan awal reaksi enzimatis protease biduri yang
diukur dapat dilhat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Pengaruh konsentrasi substrat kasein terhadap kacepatan awal higrolisis enzimatis protease biduri
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Gambar 7 diketahui bahwa semakin tinggi
substrat kasein maka semakin tinggi pula kecepatan
reaksi enzim hingga mencapai kecepatan yang konstan.
Untuk memperjelas hubungan antara konsentrasi
substrat dengan kecepatan hidrolisis, maka dengan
menggunakan metode Lineweaver-Burk, Vmax dan Km
enzim dihitung (Whittaker, 1994). Data kecepatan awal
dan konsenfrasi substrat yang felah diplotkan dalam
bentuk kurva Llineweaver-Burk dapat dilhat pada
Gambar 8.
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Gambar 8.  Ploting data konsentrasi substrat dan kecepatan
awal reaksi dengan menggunakan metode
Lineweaver-Burk

Berdasarkan Gambar 8 tersebut dapat dihitung
Vmax dan Km sebagai berikut:

Intercept = Slope = Km
max max
y=11462x+0.055 Vma = 1fintercept
Intercept = 0.053 1/0.053 = 18.8679 mg/ml/min
Slope  =1.1462  Km = Slope x Vima
=1.1462 x 18.8679
=21.6264

Dari perhitungan tersebut dapat diketahui
bahwa nilai Vmax yang diperoleh sebesar 18.87
mg/mimin, sedangkan Km sebesar 21.63 g/mt. Dengan
diketahuinya nilai  Km dan Vma:, maka dapat diketahui
perbandingan substrat : enzim untuk mendapatkan
kecepatan reaksi awal sebesar Vma/2 dengan cara
sebagai berikut:
Jumlah enzim yang digunakan untuk reaksi enzimatis :

_ Jumlah enzim awal {gr)

B migengenceran

_007gr
1ml
Jumlah perbandingan Enzim : Substrat untuk

memperoleh kecepatan reaksi awal sebesar Vma/2

adalah sebesar :

K : gram enzim

Kn:0.01756 = 21.62642:0.0175 = 1236:1

x ml enzim yang diambil untuk hideolisis substrat

x0.0175gr

Dari hasil perhitungan di atas, maka diketahui
bahwa untuk memperoleh kecepatan awal sebesar
Vmad2 atau 9434 mg/ml/min dapat digunakan enzim
sebanyak 1 gram dan substrat sebesar 1235.795 gram
untuk melakukan reakst enzimatis. Estimasi kemampuan
hidrolisis per gram protease biduri dalam menghidrolisa
berbagai hahan berbasis protein untuk mendapatkan
kecepatan reaksi ¥z Vmax-nya tertera pada Tabel 2.

Tabel 2. Estimasi kernampuan per gram proteasea biduri dalam
menghidrolisa berbagai bahan berprotein (dengan
asumsi kadar protein casein sebesar 90%)

Bahan Kadar Protein Kapasitas per
‘berprotein {%) gram profease
Kedelai 341 3261 9(3.3kg)
Daging ayam 23.4 47629 (4.8 kg)
Daging ikan 18.3 6081 g (6.1 kg)
Daging sapi 16.5 6742 g (6.7 kq)
Telur 12.9 8474 ¢ (8.5 kg)
Susu 36 310359 (31 kg)

KESIMPULAN DAN SARAN

Hasil purifikasi dengan kolom gel sephadex G-25
dilanjutkan dengan CM Sephadex C-50 Catian
Exchanger menunjukkan peningkatan akfifitas spesifik
protease biduri yang sangat tinggi yakni sebesar 291,5%
{(hampir 3 kali fipatnya). Pembuktian melalui uj
elektroforesis (SDS-PAGE) menunjukkan ban tunggal
dengan berat molekul (BM) sekitar 25.18 kD. Protease
dari getah biduri mempunyai pH optimum sekitar 7; suhu
optimum sekitar 55¢C dan termostabilitasnya pada suhu
90°C menurun sargat drastis sefama 10 sampai 30 menit
pemanasan. Protease getah biduri pada substrat kasein
memiliki Vi = 18,87 mg/mlimin dan Kn sebesar 21,63
giml, sehingga jumiah perbandingan enzim : substrat
untuk mendapatkan kecepatan awal sebesar Va2
adalah sebesar = 1 : 1236. Selanjutnya perlu ditentukan
spesifitas protease biduri dalam memecah substrat
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