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Abstract

Background: Production of protease by thermophilic bacteria isolate LS-1 cultured in sodium citrate containing
liquid media has been carried out. Objective: This study was aimed at getting optimum the condition of protease
product in the thermophilic bacterial isolates of the Sidoarjo mud. Methods: Protease production is carried out
at different times, temperature, carbon, and nitrogen sources. Results: The enzyme production reachs a
maximum after incubation for 10 hours with activity of 1.85U/mg of protein. Some carbon sources needed for
protease production in this study have been optimized. The soluble starch is the best substrate, followed by
sodium citrate, citric acid and sucrose. NH/,NO; was the best among various source of organic and inorganic
used. Protease characterization studies performed in this study indicate that the optimum temperature is 60°C.
The enzyme was stable for 2 hours at 30°C, while at 40°C and 80°C it decreased by 16% and 86% respectively
from the initial activity. Achievement of the optimum pH of the enzyme is known to be 8.0. After incubation of a
crude enzyme solution for 24 hours at pH 5.5; 8.0 and 9.0, there was a decrease of about 49%, 15% and 63%,
respectively, from previous activities. Effect of K*, Hg’ " and Cu’" at a concentration of ImM as a strong inhibitor
resulting in loss of activity, was also observed in this study. The ions that contribute to influencing activity are
Mn’" and Ca’*, which indicates that these ions have a functional role in the molecular structure of the enzymes.
Conclusion: Optimum protease production by thermophilic bacteria at 10 hours. Dissolved starch is the best
substrate for protease production. The optimum temperature and pH of protease activity were at 60°C and pH
8.0. Protease activity is influenced by Mn’" and Ca’" metal ions.
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Abstrak

Pendahuluan: Telah dilakukan produksi protease dari bakteri termofilik isolat LS-1 yang dikulturkan dalam
media cair mengandung natrium sitrat. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kondisi optimum
produksi protease pada isolat bakteri termofilik lumpur Sidoarjo. Metode: Produksi protease dilakukan pada
berbagai waktu, sumber karbon dan nitrogen. Karakterisasi protease dilakukan dengan menggunakan substrat
azokasein dengan pengaruh berbagai suhu, pH dan pengaruh ion logam. Hasil: Produk enzim mencapai
maksimum pada 10 jam dengan aktivitas 1,85U/mg protein. Beberapa sumber karbon yang dibutuhkan untuk
produksi protease dalam penelitian ini telah dioptimasi. Amilum adalah substrat terbaik, diikuti oleh natrium
sitrat, asam sitrat dan sukrosa. Di antara berbagai sumber nitrogen organik dan anorganik NH4NO; telah
diketahui yang terbaik. Studi karakterisasi protease yang diperoleh dalam penelitian ini menunjukkan suhu
optimum pada 60°C. Enzim stabil selama 2 jam pada suhu 30°C, sementara pada suhu 40°C dan 80°C, menurun
masing masing 16% dan 86% dari aktivitas awal. Pencapaian pH optimum enzim diketahui 8,0. Setelah larutan
enzim kasar dinkubasi selama 24 jam pada pH 5,5; 8,0 dan 9,0, terjadi penurunan sekitar masing-masing 49%,
15% dan 63% dari aktivitas sebelumnya. Pengaruh K, Hg"" dan Cu®" pada konsentrasi ImM sebagai inhibitor
kuat sehingga mengakibatkan hilangnya aktivitas. Ion yang berkontribusi mempengaruhi aktivitas adalah Mn*"
dan Ca®", yang menunjukkan bahwa ion ini memiliki peran fungsional dalam struktur molekul enzim.
Kesimpulan: Produksi protease optimum oleh bakteri termofilik isolat LS-1 pada waktu 10 jam. Amilum
adalah substrat terbaik untuk produksi protease. Suhu dan temperatur optimum aktivitas protease masing
masing pada suhu 60°C dan pH 8,0. Aktivitas Protease dipengaruhi oleh ion logam Mn”>" dan Ca*".

Kata kunci: protease, bakteri termofilik, pengaruh nutrisi
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PENDAHULUAN

Enzim yang berasal dari mikroba biasanya banyak
digunakan untuk industri. Penggunaan bakteri untuk
menghasilkan suatu enzim memiliki keuntungan baik
secara teknik maupun ekonomi (Shumi dkk., 2004).
Diantaranya keuntungan penggunaan mikroba sebagai
penghasil enzim protease adalah waktu yang
dibutuhkan dalam proses produksi lebih pendek,
tingkat pertumbuhan relatif lebih cepat, lebih mudah
untuk ditumbuhkan, hasil lebih mudah ditingkatkan
melalui pengaturan kondisi pertumbuhan dan rekayasa
genetik, biaya produksi relatif rendah, kondisi selama
produksi, dan tidak tergantung oleh adanya pergantian
musim (Naidu & Devi, 2005). Salah satu enzim yang
penting dan memiliki nilai ekonomi tinggi adalah
protease, karena aplikasinya sangat luas, diantaranya
adalah untuk industri makanan, detergen, farmasi,
kulit, dan pengolahan limbah. Protease dapat
disekresikan pada bakteri termofilik sehingga semakin
berguna dalam berbagai aplikasi komersial. Oleh
karena itu, tidak mengherankan apabila protease
digunakan mencapai 60% dari total enzim yang
diperjualbelikan di seluruh dunia.

Protease merupakan salah satu enzim yang mampu
memecah protein secara spesifik dengan mekanisme
hidrolisis (Abou-Elela dkk., 2011). Penelitian yang
mengarah pada produksi protease telah banyak
dilakukan, terutama yang dihasilkan oleh mikroba, baik
dari golongan jamur, yeast maupun bakteri. Bakteri
termofilik juga merupakan salah satu jenis mikroba
yang telah dilaporkan memproduksi protease (Imachi
dkk., 2000; Chen & Chen, 2004). Oshima telah
mengisolasi mikroba termofilik Thermus thermophillus
pada tahun 1974 yang hidup pada suhu di atas 80°C.
Temuan ini membuka peluang untuk mendapatkan
protease termostabil yaitu protease yang stabil pada
suhu tinggi (Maehara dkk., 2008; Ohtani dkk., 2010).
Jika dibandingkan protease bakteri mesofil maupun
penggunaan reagen Kkatalisator kimia, protease
termostabil yang dihasilkan oleh bakteri termofilik
memiliki beberapa keuntungan antara lain menghasil
kan reaksi yang lebih cepat, menurunkan kontaminasi
mikroba lain, dan enzim akan tetap stabil pada
temperatur tinggi. Temperatur yang tinggi diperlukan
untuk meningkatkan kelarutan bahan dan menurunkan
viskositas sehingga akan memudahkan transfer dalam
proses produksi (Chen & Chen, 2004). Bakteri
termofilik dapat hidup dan tumbuh pada suhu 30°C
sampai 80°C, biasanya tumbuh optimum pada suhu
50°C sampai 65°C (Guangrong dkk., 2006). Bakteri
termofilik mampu hidup di lingkungan yang panas
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diantaranya adalah gunung berapi, kawah geotermal,
dan sumber air panas.

BAHAN DAN METODE
Mikroorganisme

Galur mikroba yang digunakan pada penelitian ini
adalah bakteri termofilik LS-1 isolat lumpur Lapindo
Sidoarjo, yang diambil pada tahun 2010. Isolasi
dilakukan menggunakan media Nutrient agar, dengan
menimbang 10 g tanah disuspensikan dalam 90 mL
media nutrient broth, dikocok selama 10 menit,
selanjutnya diinokulasikan pada media Nutrien agar
dengan cara pour plate. Setelah diinkubasi pada
berbagai suhu, diperoleh suhu optimum pertumbuhan
adalah 60°C.
Produksi protease

Media yang digunakan untuk produksi protease
dalam penelitian ini mengandung (g/L air suling)
1,5 K;HPO4, 9,5 NH4NOs, 0,25 KCI, 0,45 MgSO,,
0,9 pepton, 9 Na sitrat. Nilai pH diatur 6,9 - 7,0 dengan
1,0 M NaOH dan disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit. Pepton disterilkan secara
terpisah dan setelah dingin, secara aseptik ditambahkan
ke Erlenmeyer yang berisi larutan berisi komponen
media lain. Sebanyak 50 mL media produksi dalam
labu Erlenmeyer 250 mL diinokulasi dengan 1 mL
inokulum bakteri termofilik berumur 24 jam dan
diinkubasi pada suhu 50°C dalam rotary shaker
150 rpm selama 12 jam. Pada interval waktu 24 jam,
kekeruhan inokulum diukur dan dinyatakan sebagai
optical density pada 470 nm dengan spektrofotometer.
Sebelum uji, suspensi disentrifugasi pada 15.000 g
selama 15 menit dan supernatan yang jernih digunakan
untuk analisis enzim kasar.

HASIL DAN DISKUSI
Pengaruh nutrisi inokulum pada produksi protease
Media inokulum telah ditambahkan dengan trace
element berikut (mg/ L) 0,21 CaCl,, 0,2 NiCl;.6H,0,
0,025 FeClL.6H,0, 0,15 MnCL.4H,0, 0,024
COCl,.6H,0, 0,025 ZnO, 0,085 CuCl,.2H,0, 0,003
H;BO; dan 0,001 Na,Moy. Efek sumber karbon 1%
(b/v) pada produksi juga diteliti dengan penambahan
natrium sitrat, gliserol, D (+) galaktosa, laktosa,
sukrosa, maltosa, amilum, D (+) glukosa, D (+)
manose, L (+) arabinosa, kasein, D (+) xilosa dan asam
sitrat. Sumber nitrogen yang berbeda termasuk
NH4NO;, pepton, ekstrak ragi, ekstrak daging, kasein,
(NH,4),SO,4, (NH4),HPO,4, NH4Cl, KNO;, urea dan NHy
sitrat juga diteliti untuk produksi protease ekstraseluler.



Jurnal Farmasi Dan [Imu Kefarmasian Indonesia Vol. 4 No. 2 Desember 2017 54

Uji aktivitas protease

Aktivitas protease diuji replikasi tiga kali dengan
mengukur pelepasan peptida yang larut. Asam
trikloroasetat 0,4% (b/v), azocasein di 50 mM dalam
dapar Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane
sulfonic acid) dalam NaOH (pH 7,5) pada 50°C selama
10 menit. Reaksi 1 mL dihentikan dengan penambahan
0,5 mL 15% asam trikloroasetat dan kemudian
disentrifugasi pada 10.000 rpm selama 10 menit. Satu
unit (U) aktivitas enzim didefinisikan sebagai jumlah
enzim yang diperlukan untuk  menghidrolisis
menghasilkan peningkatan produk pada absorbansi
panjang gelombang 425 nm selama 60 menit. Protein
diukur dengan metode Lowry, yang dimodifikasi oleh
Petterson.
Pengaruh pH terhadap aktivitas dan stabilitas
protease

pH optimum ditentukan dengan substrat azocasein
1% (b/v) yang dilarutkan dalam dapar berbeda (fosfat
sitrat, pH (5 - 6), natrium fosfat, pH 7,0, Tris-HCI, pH
8,0 dan glisin-NaOH, pH (9 - 13). Pengaruh pH
terhadap stabilitas enzim ditentukan dengan pre-
inkubasi enzim tanpa substrat pada pH yang berbeda
(5,5 - 9,0) selama 24 jam pada suhu kamar dan
mengukur aktivitas akhir pada suhu 60°C.
Pengaruh suhu pada aktivitas dan stabilitas
protease

Pengaruh suhu pada aktivitas enzim ditentukan
dengan melakukan prosedur uji standar pada pH 7,5
dalam rentang suhu dari 40 sampai 80°C. Stabilitas
termal ditentukan dengan inkubasi enzim kasar pada
suhu mulai dari 30 - 100°C untuk 2 jam dalam bak air
suhu konstan. Setelah perlakuan, aktivitas enzim sisa
diuji.
Pengaruh ion logam pada aktivitas protease

Pengaruh ion logam yang berbeda pada aktivitas
protease ditentukan dengan penambahan ion yang
sesuai pada konsentrasi akhir 1,0 mM ke dalam
campuran reaksi, dan diuji dalam kondisi standar.
Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan adanya
pengaruh KCl, CaCl,, MgSO,, FeSO,4, CoCl,, ZnCl,,
MnSO,, HgCl,, CuSO, dan NaCl.
Pengaruh kondisi inokulum pada sekresi enzim

Pola pertumbuhan bakteri termofilik isolat LS-1
dan produksi protease diamati selama 12 jam dalam
media cair dengan 1% trisodium sitrat sebagai sumber
karbon dalam 250 mL labu Erlenmeyer (Gambar. 1a).
Bakteri tumbuh sangat cepat dan pembentukan
protease dimulai dari 5 jam pertumbuhan dan mencapai
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maksimum di 10 jam (1,83 U/mg Protein) kemudian
setelah itu aktivitasnya mulai turun. Hal ini
menunjukkan bahwa produksi protease langsung terkait
dengan inokulum menjadi aktif secara metabolik.
Seperti telah dilaporkan oleh Ghorbel, bahwa Bacillus
cereus BG1 biasanya menghasilkan protease selama
akhir fase eksponensial. Fungsi enzim ini tidak jelas,
tetapi produksinya Dberkaitan dengan terjadinya
perubahan menjadi protein selama sporulasi (Ghorbel-
Frikha dkk., 2005).

Pemberian suplemen pada media inokulum dengan
larutan trace element meningkat secara bersamaan
antara pertumbuhan bakteri termofilik isolat LS-1 dan
produksi enzim (Gambar. 1b), sehingga menunjukkan
persyaratan dari beberapa bahwa ion logam untuk
produksi protease oleh bakteri ini. Hasil ini
menguatkan  temuan sebelumnya ion logam
meningkatkan aktivitas protease (Veerapandian dkk.,
2016). Ferrero dkk. (1996) melaporkan penggunaan
natrium sitrat bersama dengan MgSQO,, CaCl,, MnSQO,
dan ZnSO, untuk produksi protease dengan Bacillus
licheniformis MIR 29. Meskipun penambahan larutan
trace element untuk media meningkatkan pertumbuhan
bakteri termofilik isolat LS-1 dan aktivitas protease,
hilangnya aktivitas enzim ini pada inokulum fase diam
telah diamati. Hasil ini mirip dengan temuan Janssen
dkk. (1994), yang mengamati penurunan aktivitas
proteinase dalam kultur Thermus sp. Rt41A. Ton Ca>*
memiliki efek stabilisasi yang signifikan pada protease
maka khelator dan fosfat dapat menurunkan ion Ca*"
dalam kultur. Dengan demikian, memodifikasi media
akan menghilangkan khelators, menurunkan kadar
fosfat anorganik dan meningkatkan konsentrasi Ca® *
tanpa menimbulkan penurunan tingkat pertumbuhan sel
bakteri. Bakteri termofilik isolat LS-1 mampu
memanfaatkan berbagai sumber karbon, namun sumber
karbon terbaik dalam penelitian ini untuk sekresi
protease adalah amilum dan natrium sitrat (Tabel 1).
Dalam penelitian serupa, Johnvesly & Naik (2001)
menunjukkan bahwa asam sitrat, amilum dan natrium
sitrat merupakan sumber karbon terbaik untuk produksi
protease dengan Bacillus sp. JB-99. Menurunnya
aktivitas enzim dengan adanya glukosa sebagai sumber
karbon dalam penelitian tersebut, menunjukkan bahwa
pembiakan organisme ini dalam 1% glukosa (b/v) akan
menyebabkan produksi protease alkali ditekan
sepenuhnya. Sebaliknya pada penelitian ini ditemukan
bahwa glukosa menjadi sumber karbon yang relatif
baik.
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Gambar 1. Pertumbuhan dan produksi protease sebagai fungsi waktu fermentasi oleh bakteri termofilik isolat LS-1

tumbuh di 1,0% natrium sitrat (a) dan ditambah dengan frace element logam (b) dalam shaker incubator pada pH awal
7,0 dan pada 50°C.

Tabel 1. Pertumbuhan dan aktivitas protease oleh
bakteri termofilik isolat LS-1 menggunakan sumber
karbon yang berbeda. Kepadatan inokulum dan
aktivitas protease ekstraseluler ditentukan setelah
inkubasi 10 jam pada suhu 50°C dan pH awal 7,0

. Aktivitas
Sumber karbon Densitas kultur protease
(OD A 470nm) (U/mg Protein)

Natrium sitrat 0,98 1,11
Asam sitrat 0,47 0,78
Arabinosa 0,42 0,15
Fruktosa 0,52 0,22
Galaktosa 0,35 0,25
Xylosa 0,34 0,29
Laktosa 0,38 0,31
Kasein 0,42 0,33
Gliserin 0,92 0,36
Maltosa 0,23 0,45
Glukosa 0,54 0,53
Manosa 0,75 0,74
Sukrosa 0,68 0,76
Amilum 1,23 1,14

Jenis sumber nitrogen

Di antara berbagai sumber nitrogen organik dan
anorganik, aktivitas protease maksimum (1,1 U/mg
protein) diperoleh ketika amonium nitrat digunakan
dalam media (Tabel 2). Sedang untuk tingkat yang
baik dari aktivitas enzim diperoleh ketika amonium
klorida, amonium sitrat dan kalium nitrat digunakan
sebagai sumber nitrogen.

Ketika berbagai sumber nitrogen organik diuji
untuk  produksi  protease, ditemukan bahwa
pembentukan protease oleh bakteri termofilik isolat
LS-1 justru ditekan, meskipun pertumbuhan sel dalam
beberapa penelitian sudah dapat meningkatkan
produksi. Hasil yang sama diperoleh oleh Zacaria dkk.
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(2010) ke Aeromonas hydrophila dan oleh Slapikoff
dkk. (1971) untuk Bacillus brevis.
Phadatare  dkk.
produksi protease oleh sumber nitrogen organik seperti

Di sisi lain,

(1993) melaporkan peningkatan

tripton, pepton dan ekstrak ragi. Sumber nitrogen
organik telah ditemukan untuk menjadi sumber
nitrogen yang lebih baik untuk pertumbuhan dan
produksi protease dalam beberapa organisme dan
sumber nitrogen anorganik (amonium sulfat dan
kalium nitrat) memberikan hasil enzim yang lebih baik
(Jani dkk., 2012; Ghorbel-Frikha dkk., 2005;

Boominadhan dkk., 2009)

Tabel 2. Pertumbuhan dan produksi protease dengan
bakteri termofilik isolat LS-1 menggunakan sumber
nitrogen yang berbeda. Kepadatan kultur dan aktivitas
protease ekstraseluler ditentukan setelah inkubasi 10

jam di 50°C dan pH awal 7,0
. Densitas aktivitas enzim
Sumber Nitrogen Kultur (U / mg Protein)
Tanpa tambahan 0,24 0,26
Pepton (1,0%) 1,47 0,06
Kasein (1,0%) 0,64 0,12
ekstrak yeast (1,0%) 1,42 0,14
(NH4)2S0, (1,0%) 0,22 0,17
(NH4)2HPO;, (1,0%) 0,42 0,19
Pepton (0,1%) 0,61 0,26
Pepton (0,3%) 1,51 0,28
Pepton (0,2%) 1,12 0,42
Pepton (0,5%) 1,48 0,21
KNO:; (1,0%) 0,51 0,57
NH; sitrat (1,0%) 0,56 0,72
NH,4CI (1,0%) 1,00 0,77
NH4NO;3 (1,0%) 0,63 1,11
ekstrak daging (1,0%) 1,88 Tidak ada
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Gambar 2. pH optimum dan stabilitas dari protease dengan bakteri termofilik isolat LS-1 tumbuh pada 50°C

selama 10 jam. Aktivitas relatif dinyatakan sebagai persentase maksimum (100% dari aktivitas enzim = 0,8 U/mg

Pengaruh pH terhadap aktivitas dan stabilitas
protease

Berbagai pH antara 5,5 dan 9,0 digunakan untuk
mempelajari pengaruh pH pada aktivitas protease
(Gambar. 2). pH optimum ditemukan menjadi 8,0. Pada
pH 6,5 hanya 29% dari aktivitas enzim maksimum
diperoleh, meningkat menjadi 53% dan 59% pada pH
7,0 dan 7,5, masing-masing. Setelah inkubasi larutan
enzim kasar pada suhu kamar selama 24 jam pada pH
5,5; 8,0 dan 9,0, diamati penurunan sekitar 51%, 18%
dan 66% dari aktivitas semula, masing-masing.
Sookkheo dkk. (2000) melaporkan tiga protease, S, N
dan B dari termofilik Bacillus stearothermophilus
TLS33, nilai pH optimum 8,5; 7,5 dan 7,0 masing-
masing. Protease aktif pada rentang pH yang sangat
luas, dan sekitar 60% dari aktivitas proteolitik masih
terdeteksi pada pH 6 dan 10 dalam 5 mM CaCl,.
Sebaliknya, protease N dan B dipertahankan aktivitas
yang relatif sedikit di atas pH 9,0.
Pengaruh suhu terhadap aktivitas dan stabilitas
protease

Aktivitas protease diuji selama proses produksi
enzim pada media produksi pada suhu 30 - 90°C dan
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pada pH konstan 7,5 (Gambar. 3). Aktivitas enzim
meningkat pada kisaran suhu 30 - 60°C dan menurun
pada suhu di atas 60°C. Suhu optimum protease dicapai
pada 60°C dan hasil ini mirip dengan yang dijelaskan
oleh Beg dkk. (2003) untuk protease dari Bacillus sp.
lainnya. Termostabilitas protease kasar yang diperoleh
setelah proses pemisahan juga diuji dengan mengukur
aktivitasnya pada 60°C, setelah inkubasi enzim tanpa
substrat pada berbagai suhu antara 30 - 90°C selama 2
jam. Profil thermostabilitas menunjukkan bahwa enzim
stabil pada suhu 30°C selama 2 jam sementara pada
40°C dan 80°C, masing-masing turun menjadi 14% dan
84% dari aktivitas semula. Berbeda dengan hasil
penelitian Johnvesly & Naik (2001), protease dari
Bacillus sp. JB-99 tetap 63% dan 25% dibandingkan
aktivitas semula setelah perlakuan selama 1 jam pada
suhu 70°C dan 80°C, namun dengan adanya 10 mM
Ca®", enzim dapat dipertahankan masing-masing 83%
dan 74% dari aktivitas awal.
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Gambar 3. Suhu optimum dan stabilitas dari protease dengan bakteri termofilik isolat LS-1 tumbuh pada 50°C selama

10 jam. Aktivitas relatif dinyatakan sebagai persentase maksimum (100% dari aktivitas enzim = 0,6 U/mg protein)

Pengaruh ion logam pada aktivitas protease
Pengaruh ion logam yang berbeda pada protease
ditunjukkan pada Tabel 3. Efek penghambatan kuat
diamati dengan adanya ion K', Cu®" dan Zn**. Ton Hg*"
menghambat sepenuhnya enzim pada konsentrasi
1 mM. Protease yang disekresi oleh Bacillus brevis
juga dihambat oleh Hg?*, Zn®* dan Cu®" (Slapikoff
dkk., 1971). Efek penghambatan ion logam berat
didokumentasikan dalam literatur. Hal ini diketahui
bahwa ion merkuri, kadmium dan timbal bereaksi
dengan kelompok protein thiol (mengkonversikan ke
mercaptides) serta dengan histidin dan residu triptofan.
Selain itu, dengan aksi perak dan merkuri, ikatan
disulfida yang bersifat hidrolitik terdegradasi
(Adinarayana dkk., 2003). Aktivitas
distimulasi oleh Mn®" dan Ca”". Hasil ini menunjukkan

protease

bahwa ion logam ini tampaknya melindungi enzim
terhadap denaturasi panas dan memainkan peran
penting dalam menjaga konformasi aktif enzim pada
suhu yang lebih tinggi (Beg & Gupta, 2003). Efek yang
sama dari Mn>" pada aktivitas protease juga diamati
oleh Rahman dkk. (1994). Aktivitas ini dinyatakan
sebagai persentase dari tingkat aktivitas tanpa adanya
ion logam. Enzim dipreinkubasi dengan ion logam
(60°C, 5 min.) kosong terpisah dengan ion logam
individu disiapkan.
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Tabel 3. Pengaruh berbagai ion logam pada aktivitas

protease
Ion logam Aktivitas protease sisa (%)
Kontrol 100
CaCl, 133
KCl1 4
ZnCl, 18
CoCl, 88
NaCl 23
FeSO, 54
MgSO, 61
MnSO, 129
CuSOy4 12
KESIMPULAN

Produksi protease optimum oleh bakteri
termofilik isolat LS-1 dicapai pada waktu 10 jam.
Amilum adalah substrat terbaik untuk produksi
protease. Suhu dan temperatur optimum aktivitas
protease masing-masing pada suhu 60°C dan pH 8,0.
Aktivitas protease dipengaruhi oleh ion logam Mn*"
dan Ca™".
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