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bl ' ABSTRACT
o j;i;l;:jo{ :u experiment is to identifythe characters of proetease produced by Bacil
' Sp. - the protease secreted by Bacillus sp. UGMS i1 I ] h
then characterized. The crude en st el el i
_ le ; ; zyme has the spesific activity of 1.14 Ulmg, how,
;ie;giqz a;::zgq ?{ ém?ﬁed enzyme was increased by 23.8 ﬂmes'ﬁid and rhikrem::;n&:zj
; 5 JE of nondenatured crude en.::vme‘-." showes tw ,
ever, the SDS-PAGE of denatured puri e sk i
purified enzyme showed four protein-bands wi
lar weights of 55.5 kDa, 51 kDa, 18kDc [ i cjog
: - ; 1, and 15.5 kDa respectively, The optim
femperature for the enzyme acrivity are 8.5 and 42°C and belongs to Seri)f pmﬁj;ﬂai:EH!;:ed

with Km value 3 X 107 mM and V, ] Vi
by g nd Vinax 0.0890 mM/30minutes. The activity is not inhibited by

— ' N INTISARI

cuj?;;%mfuan ini adalah 'umuk mengkarakterisasi protease yang diproduksi Bacillus
‘;;_“r;?ka\; : k;ranf;;f'e yang d:xe_kre.\.‘;' oleh Bacillus sp. UGMS pertama-tama d.!'i.\'(;!a.ri‘
rp}; = en;m vm;z:riiff:?;enm“-- E:z:'mjkm;r mempunyai spesifik 1,14 Ulmg. Akm':'m.‘l-
SPARAL crm uernikan meningkat 23,8 kali dengan recovery 33,69%. Elektroforesi

gel poliakrilamid enzimkasar tanpa denaturisasi menunjukkan ada ] i
::(:':ngﬁ_m:khmd .elekmy'wi\.'i\‘ gel poliakrilamid enzim _van; dipurifikasi j:: ::i:n.;:::r:t:i
H;a u;a;:;‘ D:ndila;;:;;:r pita protein dengan berat protein masing-masing 55,5 kDa, 5 1
_,«)aC: : » dan 15, Da. pH .dan temperatur optimum aktivitas enzim adalah 8.5 dan

76 erm-'.zv.uk Iipe proteave serin, dengan nilai Km 3X10* mM dan V max 0,0890
menit. Aktivitas enzim tidak dikambat oleh adanya ion Ca*, Fe¥ dan E DTA: e

ki Ll PEN(.ANTARI

. III'(J!Ld.‘-L‘l’l‘.ll:‘.l'llpdkdll enzim yang banyak diaplikasikan secara komersial baik
didalam industri pangan maupun non pangan. Industri pangan Illtflllilllf"l‘lil;an :
lease antara lain dalam pembuatan roti, bir, keju, dan pengem mk'a(n da o
scd;mgkau pada industri non pangan protease di guﬁakan antara Iainldalmn il;cﬁllr-]tg ;
(l_ch:rjcn dan penyamakan kulit. Hampir 60% dari jumlah enzin “5“
diperdagangkan adalah berupa enzim protease (Ward, 1985) T
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Protease adalah enzim yang dapat menghidrohsa ikatan peptida pada pra
tein Protease dapat dihasilkan dan hewan maupun tumbuhan, namun adany
perkembangan tehnologr yang pesat terutama dibidang hoteknologr tela
mengadikan mikroba sebagan salah satu penghasil protease yang potensial Mikrol
disukar untuk keperluan produksi enzim secara komersial dengan alasan dap:
diproduksi dalam jumlah besar, produktivitasnya lebih mudah ditingkatkan, hasilny
lebih seragam dan harganya relatif lebih murah (Jenny dan 1ily. 1994, Suharton
dkk. 1994) Salah satu mikroba penghasil protease adalah Bacillus sp. (Ward, 1985
Bakten tersebut mudah tumbuh dalam berbagai media dengan suhu pertumbuh;
optimum adalah 37°C dan waktu inkubasi antara 18 24 jam (Raju dkk. 1996) ati
24 jam (lakami dkk,1992), pada kondisi tersebut didapat aktivitas proteoliti
tertinggi Ward (1985) dan Raju dkk (1996) menyatakan bahwa Bacillus s,
menghasilkan protease ekstraselular Enzim ekstra dan intra vang diproduksi ole
mikroba tersebut termasuk golongan endopeptidase dan mempunyat akiivit.
katalitik pada daerah netral sampii alkali (Winarno  1983). Setioyno dkk (199
berhasil mengisolasi Bacillus sp IGMS, bakten im dikatakan sebagai pengha
protease yang potensial

(juna mengetahui lebih lanjut tentang sitat sifat protease yang dihasilk
oleh isolat bakteri tersebut, maka penelitian ini dilakukan Didalam penelitian |
dilakukan pemurnian protease menggunakan fraksinas amonium sullat .

kromatograli gl

CARA PENELITIAN

Kondisi pertumbuhan mikroba. Bacillus xp | (NS ditnmbuhkan dal;
media 1 ura, diinkubasikan pada suhu 37°C . 24 jam dalam imkubator va
bergoyang Kultur sebanyak 1 liter dipanen dengan diseotrilugast 11.500 g selin
20 mentt sulin 4°C Supernatan (925 ml) digunakan sebaga ckstrak kasar pi

feise

Pengujian aktivitas protease. Aktivitas protease dinji pada subtrat Kas
Hammerstein. menurut menurut metoda Malathi dan Chakraborty (1991) deng
butfer tris-C1pll 8,5 dan sentrifugast (Kwan dkk, 1983). Aktivitas enzim dinyatak
dalaum unit (1) yang didefinisikan scbagai sejumlah enzim yang diperlukan un
menghasilkan | mg tirosin pada kondisi percobaan diatas AKtivitas spesifik ada

aktivitas cnzim per mg protemn

Penentuan protein. Konsentrasi protein ditent ukan menurut metode Lov
dkk dengan albumim serum sapr digunakan sebagai standar (Peterson, 1997)
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Pemurnian protease. Pekerjaan pemurnian ini dilakukan pada suhu 4°C
Enzim kasar difraksinasi dengan amonium sulfat 40%-70%, didialisis dan dikering-
hekukan, kemudian dimasukkan kolom (18cm X 37mm) yang berisi CM-Sephadex
C-50. Elusi menggunakan buffer asetat 20 mM pH 6,0 dengan gradient Na(l -

0,5M (Yum dkk, 1994). Fluen di tampung, ditentukan profil kandungan proteinnya
pada panjang gelombang 275nm. Fraksi den gan aktivitas proteolitik terbesar
dikumpulkan dan digunakan sehagai fraksi enzim untuk dikarakterisasi.

Penentuan pola da berat molekul protein enzim.
ditentukan dengan SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Preparasi sampel memakai metoda
Tsuchiya dkk (1992). Berat molckul protein ditentukan melalui nilai pergerakan
relatf (RF) pita protein mengacu metoda Weber dan Oshorn. (1969).

Pola protein enzim

Overlay gel. Enzim kasar dipisahkan menggunakan elektroforesis
poliakrilamid tanpa denaturasi, gel yang dapat diletakkan diatas media a
krim selama semalam. Zone benin
proteolitik enzim.

ZAar susu
£ yang terbentuk menandakan adan ya aktivitas

Pengaruh pH dan temperatur terhadap aktivitas protease. Untuk
penentuan pH optimum, aktivitas protease diuji pada kisaran pH 5--12. p

cnentuan
suhu optimum dikerjakan pada kisaran suhu 37°C hingga 65°C pad

apH optimumnya,

Pengaruh penambahan ion logam dan zat penghambat. [on logam, atay
Zal penghambat ditambahkan kedalam enzim, diinkubasikan 15 menit kemudian
ditambahkan substrat dalam buffer tris-C'1 100 mM (pll 8,5).

Penentuan nilai Km dan Vmaks, Nilai Km dan V
dengan jalan menentukan aktivita proteolitiknya pada herbag
(0,5%-4.0%).

maks enzim didekatj
ai konsentrasi substrat

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pemurnian protease. Supernatan kultur setel
kolom CM-Sephadex (-50 menunjukkan empat puncak protein yang terdiri dari
satu puncak besar dan tiga puncak kecil. Fraksi dengan puncak besar menunjukkan
aktivitas proteolitik paling tinggi (Gambar 1). Pemurnian menggunakan amoium
sulfat dan CM Sephadex C-50 menghasilkan peningkatan kemurnian enzim 23 8
kali dan hasil akhir 33,69% total aktivitas semula (Tabel 1)
Hasil elektroforisi SDS-PAGE menunjukkan
pada fraksi enzim yang dimurnikan (Gambar 2), de
dilakukan masih merupakan pemurnian parsial

ah dimurnikan menggunakan

masih ada empat pita protein
ngan demikian pemurnian yang
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Gambar 1. Profil kandungan protein dan aktivitas protcohi
hasil fraksinasi kolom.
--+-- Akuvitas proteolitk (U//ml)
----—— Absorbansi pada 275 nm

Penentuan berat molekul. Protein hasil pemurnian terdiri (];II‘; ;:;')'Im:{p
1 i S ¢ - 5kDa, 51 kDa, 18 kDadan 15,5kDa. Be
ang masimg-masing berat molekul 53,5 ; an 1 il
ili(:]llzkul darigpmtein enzim belum dapat ditentukan dengan pasu, llm.sg:m 'd;ll“:l:,:
1 o : . . l- .
it in terse irip dengan protease-serin A dan B dan
salah satu pita protein terscbut mirip . s
:nycc\' gn clux yangmempunyai berat molekul 18,09 kDa dan 18,63 kDa (Yum d}
(} : - % &5 ¥ . i lI. .
o Hasi electroforesis ekstra kasar enzim tanda dena-turas: yang diinkub l‘;ll\
s 3 - TR o c;
pada substrat agar susu skim (overlay gel) menunjukkan ada dua macam pro
ckstrascluler yang dikandung Bacillus sp. UGMS (Gambar 3).

Tabel 1 Hasil pemurnian protease Bacillus sp. UGMS

Total Total Aktivitas Fold Hasil
Talinp . AKtivitas Protein Spesifik : 7
pemurnian ) e (Uimg) (kali) %)
Fkstrak |
kasar 294198 252778 1,14 | 100
I'raksinast .
Amm.Sulla 166491 260,66 6,39 5,60 66,20
raksimasi . )
lli:!li():ll 8O4 48 30,04 27.26 23,80 33,069
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Cramibar 2, Has’i

Hal senada dikatakan oleh Ward (1985) bahwa Bacillus sp. mempunyai lebih dan
sallu macam protease ektraselular, yang kadangkala sukar dipisahkan satu a"u;r
lainnya dikarenakan aktivitas optimumnya terletak pada daer e
berdekatan. Subartono dkk. (1994) mclapnrlx":m bahwa Bacillus .v:'

: i : earothermophillus
NRRL BI172 yang ditelitinya juga mempunyai dua macam protease

ah yang saling

Gambar 3. Hasil elektroforisis protease Bacillus sp. UGMS
tdak didenaturasi pada media agar-susu skim
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]

Pengaruh pH dan suhu. Aktivitas proteoliik Bacillus sp.UGMS mengala
kenaikan mulai pH 5 dan mencapai optimun pada pH 8,5 dengan nila aktivil
27,26 U/mg. Pada pH yang lebih tinggi lagi aktivitasnya menurun dan pada pll
aktivitasnya menjadi sangat rendah(Gambar 4).

Aktivitas protease Bacillus sp.UGMS relatif tinggi antara pH 8.0 samy
9,5 dengan kondisi demikian sangat sesuai menggunakan protease isolat tersel
untuk proses-proses yang menghendaki pH alkali seperti misalnya proses bati
pada industri penyamakan kulit.

Kondisi diatas tidak jauh berbeda dengan protease genus Bacillus yang (l
dilaporkan oleh peneliti lain. Raju dkk. (1996) melaporkan bahwa isolat Bactl
sp.yang ditelitinya mempunyaikisaran pH optimun 7.5 dan 9,0, sedangSuhartc
dkk.(1994) menyatakan bahwa protease ektraselular Bacillus umumnya merupil
protease netral sampai alkali.
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Gambar 4. Pengaruh pll terhadap aktivitas proteolitik enzim

Aktivitas protease Bactllus sp. UGMS terlihat meningkat dengan naik
suhn dan mencapai aktivitas tertinggi pada suhn 42°C, kemudian berangsur-ang
menurun pada suhu yang lebih tinggi (Gambar 5). Protease ini mempunyai pros
ying baik karena mempunyai aktivitas maksimal pada suhu yang lebih tin
dibandingkan dengan protease mesofilik Bacillus yang lain . Penclitian Raju «
(1996) menunjukkan isolat Bacillus sp. yang digunakannya mempunyai akty
maksimal pada suhu 37°C, sedang Takami dkk. (1991) melaporkan Bacillus sp.
101 vang ditelitinya mempunyai suhu optimum 30°C. Pada umumnya ¢n
mempunyai aktivitas tertinggi pada kisaran suhu 30-40°C atau sedikit lebih tn
diatas suhu pertumbuhan organismenya (Richardson, 1976), namun ada juga cn
yang hacrsitat thermostabil schingga tahan sampai suhu diatas 75 (Reed, 19
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Gambar 5. Pengaruh suhu terhadap aktivitas proitolitik enzim

o ’:?Llig:!] ."a'tllhl.l opllnmn.n 42“(;, protease isolat Bacillus sp. UGMS dapat
Lunakan sebagai agensta bating. Wilson (1978)mengatakan suhu awal pengolah:
pada lah_znpan proses pra-penyamakan disarankan tidai{ﬂl&lchihi 45°C : 'E-’“ 'dl‘
panas diatas suhu tersebut harus dilakukan secara hati-hati kare v'I“f\ﬂiaL“"dﬁ"
menyebabkan kulit jadinya menjadi gembos. ‘ e e

. I:'lelga:lh u.)n legfam t.lan zat penghambat. Protease Bacillus sp. UGMS
gat dihambat oleh phenyl methane sulfonyl fluoride (PMSF), sedang pengar
pcnamhalulm ethylene diamine tetraacetve acid (EDTA) tcl"l‘l(l“ll; '|k"|i\l'-i Ii'ltl:f-l::jl:ll:
i o L o T Y - e ) : ) o
:ﬂll‘l: il .kl:‘ul []rlh(..‘l .21' Berdasarkan sifat ‘pcnghzunhamya, enzim tersebut bukan
erupa anlp_ro_u,asc-!ugam akan tetapi digolongkan dalam protease seri
l\'t:.‘ill'[lpli]:u_l ini didukung dengan ph optimumnya sekitar 8,5 I‘M‘QI—I-' aka (}:L 'I:'L'n'n,
dengan residu serin pada sisi aktil enzim sehingga ak(ivit;‘a‘slcn?i;n I;IC ; iL'I “‘“'*f"
berkurang (Beynon dan Bond, 1986, 'l'xuchiya dkk, 1992) W-ard "113;'_-\'13'&“
mengatakan bahwa protease-serin mempunyai pH npliminn d-iala,:: pH( nél:ilj oo

I lhl.’ 2 4 eny h « '3 N L
e . [ L“t__(clr“h zat I nbh(nn H| d 1 10n l()gdr“ ter hdd lp (]I\u“" 1 h] pl‘(}lL 3
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Reagen Aktivitas Relatif (%)  Reagen Aktivitas Relaul (%)
Kontrol 100
EDTA 1 mM 09847 + 245 (‘a(,'ll SmM 106,63 + 0,57

10 mM 9592 + 148 10mM 101,0 + 1,10
PMSE 1 mM 3724+ 032 }‘32804 SmM 9798 + 0,04

10 mM 1224 + 1 48 10 mM 95,96 + 0,85
PMSE T mM 3724+ 032 Fe 80, SmM 97,98 + 0,04

10 mM 1224 + 017 10mM 0596 + 085

Reaksi enzim dengan berbagai konsentrasi substrat. Aktivitas enzim hi
pemurnian meningkat sejalan dengan bertambahnya konsentrasi substrat, akan tet:
setelah mencapai konstrasi kasein 2,.5% aktivitasnya relatil tetap, yang berarti enz
telah mengalan kejenuhan (Gambar 6). € ‘reighton (1984) mengemukakan baly
substrat akan bereaksi dengan enzim hingga jenuh dengan membentuk kompl
enzim-substrat schingga peningkatan kosentrasi substrat tidak lagi meningkatk
kecepatan reaksi.

Persamaan garis Lineweaver- Burk yang diperoleh dapat dilihat pada Gaml
7. Protease Bacillus sp.VIGMS mempunyai nilai Km=3 X 10-* Mdan Vmax = OO
M/30 menit.Harga Km enzim sangat bervariasi tetapi pada nmumnya berkisar ant

10-° 10-' M tergantung jenis substrat dan kondisi lingkungannya (Winarno, 19¥
Dengan nilai sebesar 3 x 10-* M, Km protease Bacilluy sp.UGMS tersebut terma
bernilai sedang, terletak diantara kisaran nilai Km enzim pada umumnya.
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Ciambar 6, Pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas protease
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CGiambar 7. Persamaan garis Lineweaver-Burk protease Bacilfus sp 1\ IGM5

KESIMPULAN

!?a('i![u,\‘ sp. UGMS mempunyai dua macam protease ckstraseluler.
Peqmrman dengan CM-Sephadex C-50 meningkatkan aktvitas spesifik enzim 23,8
k?lll dengan recovery 33,69%. Protein hasil pemurnian masih mempunyai empat
pita dan belum bisa ditentukan dengan pasti berat molekul dari protein enzim.

Protease hasil pemurnian mempunyai aktivitas optimum pada 8.5
temperatur 42°C' nilai Km = 3 x 10-° M dan Vmaks = 00890 mM/30 menit. dill‘;
termasuk golongan protease-serin.

_ PENDAPAT
Sifat/karakter Bacillus sp UIGMS tersehut dapat digunakan dalam industri
[N.‘lly?l.lllilkitll kulit, khususnya schagai salah satu bahan baku untuk pembuatan
agensia bating.
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