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ABSTRACT

DETERMINATION OF KINETICS AND THERMODYNAMICS DATA of
PROTEASE FROM INDIGENOUS SOIL BACTERIA - BANDAR
LAMPUNG ISOLATE

By

INDAH PARWATIH

Soil bacteria have great potential in producing protease enzymes. This research
was aimed for determination the activity and characterization of protease enzymes
from bacterial isolates isolated from soil in the Bandar Lampung area. Enzyme
activity test was carried out quantitatively using the Kunitz method. Enzyme
characterization included temperature, pH and optimum incubation, determination
of Km and Vmax, and values of kj, t1» and AGi. A bacterial isolate from soil was
identified as Klebsiella sp. The optimum time for bacterial growth to produce
proteases was 42 hours of incubation with protease activity of 0.719 U/mL.This
protease enzyme has optimum pH at 7 with an activity value of 0.282 U/mL. The
optimum temperature was 50 °C with an activity value of 0.783 U/mL and
incubation time for 40 minutes with an activity value of 1.04 U/mL. The Vpyax Was
0.6 pmol/mL.minute while the Ky was 6.1 mg/mL substrate. The values of ki, ti/
and AGi were 0.018 minute™, 37.7 minutes and 101.056 kJ/mol, respectively.

Keywords: protease. proteolytic bacteria, Klebsiella sp., characterization.
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Bakteri tanah mempunyai potensi besar dalam menghasilkan enzim protease.
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas dan karakter enzim protease
dari bakteri indigen tanah di kawasan Bandar Lampung. Pengujian aktivitas
protease dilakukan secara kuantitatif dengan metode Kunitz. Karakterisasi enzim
meliputi penentuan suhu, pH dan waktu inkubasi optimum, penentuan Ky, dan
Vmaks, S€IMa penentuan nilai k;, ty» dan AG;. Hasil penelitian menunjukkan bakteri
indigen yang diperoleh merupakan Klebsiella sp. Waktu optimum pertumbuhan
bakteri menghasilkan protease pada 42 jam inkubasi dengan aktivitas protease
sebesar 0,719 U/mL. Enzim protease mempunyai kondisi optimum pada pH 7
dengan nilai aktivitas sebesar 0,282 U/mL, suhu optimum enzim protease yaitu
pada suhu 50 °C dengan nilai aktivitas sebesar 0,783 U/mL dan waktu inkubasi
optimum pada 40 menit dengan nilai aktivitas sebesar 1,04 U/mL. Nilai Vaks 0,6
pumol/mL menit sedangkan nilai Ky, sebesar 6,1 mg/mL substrat. Nilai k;, t;/, dan
AG; berturut-turut sebesar 0,018 menit™, 37,7 menit dan 101,056 kd/mol.

Kata kunci: protease, bakteri proteolitik, Klebsiella sp., karakterisasi.
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Enzim adalah biokatalisator yang efektif untuk meningkatkan kecepatan reaksi
kimia spesifik secara nyata, tanpa enzim reaksi akan berlangsung lambat
(Lehninger, 1995). Enzim memiliki beberapa sifat, yaitu sebagai katalisator yang
efisien, selektif serta ekonomis, tidak beracun dan ramah lingkungan. Sehingga,
enzim dapat dimanfaatkan dalam bidang industri, baik industri pangan maupun
non pangan. Beberapa pengamatan yang telah dilakukan membuktikan bahwa
penggunaan enzim meningkat dari tahun ke tahun mencapai 10-15% (Mufarikha
dkk., 2014).

Protease merupakan salah satu kelompok enzim yang banyak digunakan dalam
bidang industri. Menurut Hodgson (1994), industri menggunakan enzim protease
sekitar 30-35%, enzim amilase sekitar 10-12%, dan enzim lipase sekitar 2-3%.
Perdagangan protease mencapai 60% dari total penjualan enzim dunia (Suhartono,
2000). Khususnya protease mikroba mencapai 40% dari total jumlah enzim yang
di jual di dunia (Gupta et al., 2002). Kebutuhan enzim protease di Indonesia
semakin meningkat, namun masih bergantung pada produk impor. Salah satu cara
mengantisipasi ketergantungan tersebut dengan mengupayakan memproduksi
enzim protease dengan memanfaatkan sumber daya hayati yang dimiliki
Indonesia (Suhartono, 2000). Salah satu sumber daya yang dapat menghasilkan

enzim protease adalah tanah.

Tanah adalah salah satu sumber daya yang berperan penting terhadap
keberlangsungan hidup organisme. Tanah memiliki lima unsur utama yaitu air,

mineral, gas, bahan organik, dan mikroba (Pelczar dan Chan, 1988). Berdasarkan



kandungan tanah tersebut, tanah dapat dijadikan sebagai salah satu sumber paling
tepat untuk menapis mikroorganisme penghasil metabolit yang dapat
dimanfaatkan oleh manusia. Kelompok utama dari mikrooganisme tanah meliputi
bakteri (termasuk aktinomiset), cendawan, dan protozoa. Dari ketiga
mikroorganisme tersebut bakteri merupakan mikroorganisme yang paling
melimpah jumlahnya di dalam tanah. Bakteri tanah mempunyai potensi besar
untuk dikembangkan dalam industri bioteknologi. Potensi tersebut berhubungan
dengan kemampuan yang dimilikinya seperti proteolitik (Vishwanatha et al.
2010).

Enzim protease dapat diperoleh dari tanaman, hewan dan mikroba. Seiring
berjalannya waktu, pemanfaatan enzim dari hewan dan tanaman mulai digantikan
oleh mikroorganisme (Nagodawithana and Reed, 1993). Pemilihan
mikroorganisme sebagai sumber enzim disebabkan beberapa alasan yaitu bakteri
lebih mudah tumbuh dengan kecepatan yang lebih cepat dibandingkan makhluk
hidup lainnya, skala produksi enzim mudah ditingkatkan, biaya produksi enzim
relatif rendah, kondisi produksi tidak tergantung pada musim dan waktu proses

produksi enzim lebih pendek (Poernomo dan Purwanto, 2003).

Protease disebut juga peptidase atau proteinase, merupakan enzim golongan
hidrolase yang akan memecah protein menjadi molekul yang lebih sederhana
seperti menjadi oligopeptida pendek atau asam amino dengan reaksi hidrolisis
pada ikatan peptida. Proses hidrolisis dengan menggunakan enzim dapat

berjalan dengan baik apabila menggunakan data kinetika yang tepat untuk
mengendalikan produk yang dihasilkan. Kinetika reaksi digunakan dalam suatu
mekanisme reaksi, yaitu bagaimana reaksi terjadi dan kecepatan terjadinya reaksi
kimia. (Indra dan Retno, 2010). Data kinetika enzimatik dapat ditentukan nilai Ky,
dan Vmaks SUatu enzim, sehingga dapat dilakukan optimalisasi penggunaan enzim
tersebut sebagai biokatalisator dalam reaksi pemecahan substrat menjadi produk.
Hubungan antara konsentrasi substrat dan kecepatan reaksi enzimatik dinyatakan
sebagai Ky (tetapan Michaelis-Menten). Unsur kunci di dalam persamaan

Michaelis-Menten adalah Ky, yang bersifat khas bagi enzim tertentu, dengan



substrat spesifik pada kondisi pH dan suhu tertentu. Nilai Ky, kecil berarti enzim

mempunyai afinitas tinggi terhadap substrat (Ratnayani dkk., 2015).

Pada penelitian yang dilakukan oleh Sumardi dkk (2019) menunjukkan bahwa
enzim protease dihasilkan pada waktu produksi optimum 18 jam dengan aktivitas
protease sebesar 0,09 U/mL. Suhu optimum enzim ini yaitu pada suhu 50°C yang
menghasilkan aktivitas sebesar 0,08 U/mL. Enzim protease ini mempunyai
kondisi optimum pada pH 5 dengan nilai aktivitas 0,09 U/mL. Nilai Vmaks enzim
protease 0,33 U/mL sedangkan Km senilai 4,59 mg/mL substrat. Penelitian
Baehaki dkk., (2004) menunjukkan bahwa enzim protease yang dihasilkan dari
Klebsiella sp. menunjukkan waktu optimum untuk produksi adalah 16 jam dengan
aktivitas tertinggi sebesar 0,0389 IU/mL, pH optimum 7,5 — 8 dan suhu optimum
50°C.

Dari latar belakang di atas, sejalan dengan kemampuan enzim protease yang
dihasilkan oleh bakteri indigen untuk menghidrolisis ikatan peptida maka pada
penelitian ini dilakukan karakterisasi protease untuk mengetahui kondisi optimum
protease dari bakteri indigen asal tanah. Penentuan kondisi optimum meliputi:
suhu, pH dan waktu inkubasi serta penentuan nilai Ky, Vimax, dan penentuan nilai
ty,, kidan AG;.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mendapatkan bakteri indigen asal tanah yang memiliki aktivitas proteolitik.

2. Mempelajari kondisi optimum pertumbuhan bakteri asal tanah untuk produksi
enzim protease.

3. Melakukan karakterisasi protease yang diperoleh dengan parameter suhu, pH
dan waktu inkubasi.

4. Menentukan data kinetika meliputi Ky, Vimax €nzim protease dan data

termodinamika meliputi t,;, ki dan AG; enzim protease.



1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu diharapkan memberikan informasi mengenai
karakteristik enzim protease meliputi suhu, pH dan waktu inkubasi serta data

kinetika dan termodinamika enzim protease yang diperoleh dari isolat lokal.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanah

Tanah dapat dipandang sebagai permukaan lahan di atas bumi yang menyediakan
substrat bagi kehidupan tumbuh-tumbuhan dan hewan. Ciri-ciri lingkungan tanah
bervariasi menurut letak dan iklimnya. Tanah juga memiliki kedalaman, sifat
fisik, komposisi kimiawi dan asal yang berbeda. Tanah memiliki lima unsur
utama yaitu air, mineral, gas, bahan organik, dan jasad hidup (Pelczar dan Chan,
1988). Berdasarkan kandungan tanah tersebut, tanah dapat dijadikan sebagai salah
satu sumber paling tepat untuk menapis mikroorganisme penghasil metabolit yang
dapat dimanfaatkan oleh manusia. Seperti antibiotik, enzim protease, enzim

amilase, antitumor dan substansi bioaktif lainnya (Suwandi, 1993).

Kelompok utama dari mikrooganisme tanah meliputi bakteri (termasuk
aktinomiset), cendawan, dan protozoa. Dari ketiga mikroorganisme tersebut
bakteri merupakan mikroorganisme yang paling melimpah jumlahnya di dalam
tanah. Tanah merupakan tempat hidup yang paling ideal bagi bakteri karena
mengandung bahan organik, anorganik dan mineral yang berlimpah. Bakteri tanah
mempunyai potensi besar untuk dikembangkan dalam industri bioteknologi.
Potensi tersebut berhubungan dengan kemampuan yang dimilikinya seperti
proteolitik. Potensi ini dapat dimanfaatkan untuk industri pangan, minuman, obat-

obatan dan penanganan limbah (Vishwanatha et al. 2010).

Berbagai faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme dalam
tanah adalah :
1. Jumlah dan macam zat hara

2. Kelembaban



3. Tingkatan

4. Suhu

5. pH

6. Perlakuan pada tanah seperti penambahan pupuk atau banjir menyebabkan

peningkatan jumlah mikroorganisme (Lay dan Sugyo, 1992).

2.2. Bakteri

Bakteri adalah kelompok mikroorganisme bersel tunggal dengan konfigurasi
selular prokariotik (tidak memiliki inti). Bakteri sebagai makhluk hidup memiliki
informasi genetik berupa DNA tetapi tidak terlokalisasi dalam tempat khusus
(nukleus) dan tidak ada membran inti. DNA pada bakteri berbentuk sirkuler,
panjang dan biasa disebut nukleoid. DNA bakteri tidak mempunyai intron dan
hanya tersusun atas ekson saja. Bakteri juga memiliki DNA ekstrakromosal yang
tergabung menjadi plasmid yang berbentuk kecil dan sirkuler (Jawetz et al.,
2004). Bakteri pada umumnya mempunyai ukuran sel 0,5-1,0 um kali 2,0-5,0 um,
dan terdiri dari tiga bentuk dasar yaitu bentuk bulat atau kokus, bentuk batang

atau Bacillus, bentuk spiral (Dwidjoseputro, 1985).

2.2.1. Faktor-faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Bakteri

Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri menurut (Gaman, 1994)
yaitu :
1. Waktu
Laju perbanyakan bakteri bervariasi menurut spesies dan kondisi pertumbuhan
bakteri. Pada kondisi optimalnya hampir semua bakteri memperbanyak diri

dengan cara pembelahan biner sekali setiap 20 menit.

2. Makanan
Semua mikroorganisme memerlukan nutrient yang di dalamnya menyediakan :
a. Energi, biasanya diperoleh dari substansi mengandung karbon.
b. Nitrogen untuk sintesis protein.

c. Vitamin dan yang berkaitan dengan faktor pertumbuhan.



3. Kelembaban
Mikroorganisme sama halnya seperti organisme yang memerlukan air untuk

mempertahankan hidupnya.

4. Suhu

Mikroorganisme dapat diklasifikasikan menjadi tiga kelompok berdasarkan

suhu pertumbuhannya.

a. Psikrofil (bakteri yang tumbuh pada suhu dingin) dapat tumbuh baik pada
suhu dibawah 20 °C, kisaran suhu optimalnya adalah 10 °C sampai 20 °C.

b. Mesofil (bakteri yang tumbuh pada suhu sedang) memiliki suhu
pertumbuhan optimal antara 20 °C sampai 45 °C.

c. Termofil (bakteri yang tumbuh pada suhu tinggi) dapat tumbuh baik pada
suhu di atas 45 °C, kisaran pertumbuhan optimalnya adalah 50 °C sampai 60
°C.

5. Oksigen

6. pH

2.2.2. Kurva Pertumbuhan Bakteri

Kurva pertumbuhan bakteri merupakan gambaran sejak awal hingga terhenti
mengadakan kegiatan. Kurva ini terbagi ke dalam beberapa fase yaitu fase
adaptasi (bakteri baru mulai menyesuaikan diri dengan lingkungannya), fase
lag/pertumbuhan (bakteri mulai membela diri), fase tetap (jumlah sel yang mati
sebanding jumlah sel yang hidup) dan fase kematian (sel mati karena kehabisan
nutrien) (Fardiaz, 1989).
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan bakteri

2.3. Bakteri Proteolitik

Bakteri proteolitik adalah bakteri yang mampu memproduksi enzim protease
ekstraseluler, yaitu enzim pemecah protein yang diproduksi di dalam sel
kemudian dilepaskan keluar dari sel (Abraham et al., 1993). Pada umumnya
bakteri proteolitik adalah bakteri dari genus Bacillus, Pseudomonas, Proteus,
Steptobacillus, Staphylococcus (Akmal dan Romita, 1996). Tingkat aktivitas
proteolitik dapat dilihat dari keaktifan enzim dalam menghidrolisis protein.
Aktivitas bakteri proteolitik dapat diketahui secara kuantitatif dengan
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang UV 280 nm. Panjang
gelombang tersebut dapat ditangkap dan dipantulkan kembali oleh asam amino
suatu protein berdasarkan gugus aromatik terutama asam amino tirosin, triptofan
dan fenilalanin (Walker and M. John, 2002). Bakteri proteolitik dapat
digolongkan menjadi beberapa kelompok (Rao et al., 1998) :
1. Bakteri aerobik atau anaerobik fakultatif (tidak membentuk spora) misalnya
Pseudomonas dan Proteus.
2. Bakteri aerobik atau anaerobik fakultatif (membentuk spora) misalnya Bacillus

3. Bakteri anaerobik pembentuk spora, misalnya sebagian spesies Clostridium.

Identifikasi morfologi bakteri penghasil protease dapat dilihat dengan cara

mengisolasi bakteri menggunakan media Skim Milk Agar (SMA). SMA



merupakan media yang terdiri dari NA steril dan susu skim. Susu skim digunakan
sebagai sumber substrat. Selain itu susu skim juga mengandung protein tinggi
sekitar 3,7% dan lemak 0,1%. Susu skim mengandung kasein yang dapat dipecah
oleh mikroorganisme proteolitik menjadi senyawa nitrogen terlarut sehingga pada
koloni dikelilingi area bening. Timbulnya zona bening dengan diameter >12 mm

menandakan adanya bakteri protease yang dapat menghidrolisis protein.

2.4. Enzim Protease

Enzim merupakan biokatalisator yang sangat efektif yang akan meningkatkan
kecepatan reaksi kimia spesifik secara nyata, dimana reaksi ini tanpa enzim akan
berlangsung lambat. Sifat-sifat istimewa enzim adalah kapasitas katalitik dan
spesifisitasnya yang sangat tinggi (Lehninger, 1995). Enzim merupakan
katalisator pilihan yang diharapkan dapat mengurangi dampak pencemaran
lingkungan dan pemborosan energi karena reaksinya tidak membutuhkan energi,
bersifat spesifik dan tidak beracun. Tiga sifat utama dari biokatalisator adalah
menaikkan kecepatan reaksi, mempunyai kekhususan dalam reaksi dan produk
serta kontrol kinetik (Akhdiya, 2003).

Protease disebut juga peptidase atau proteinase, merupakan enzim golongan
hidrolase yang akan memecah protein menjadi molekul yang lebih sederhana,
seperti menjadi oligopeptida pendek atau asam amino dengan reaksi hidrolisis
pada ikatan peptida. Enzim ini diperlukan oleh semua mahkluk hidup karena
bersifat esensial dalam metabolism protein (Poliana, 2007). Protease merupakan
kelompok enzim-enzim yang sangat kompleks yang menduduki posisi sentral
dalam aplikasinya pada bidang fisiologis dan produk-produk komersil. Protease
ekstraseluler sebagian besar berperan dalam hidrolisis substrat polipeptida besar.
Enzim proteolitik intraseluler memainkan peran penting dalam metabolisme dan
proses regulasi pada sel hewan, tumbuhan dan mikroorganisme, seperti
menggantikan protein, memelihara keseimbangan antara degradasi dan sintesis
protein (Rao et al., 1998).
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Enzim protease dapat dihasilkan dari berbagai sumber, yaitu bakteri, jamur, virus,
tumbuhan, hewan dan manusia. Protease yang dihasilkan dari berbagai bakteri
kebanyakan bersifat basa dan netral, sedangkan protease yang dihasilkan oleh
berbagai jamur dapat bersifat asam, netral, dan basa (Rao et al., 1998). Enzim
papain, bromelin dan fisin merupakan protease yang dihasilkan dari tanaman.
Sedangkan tripsin, kemotripsin, pepsin, dan rennin merupakan protease yang
berasal dari hewan. Kelemahan tanaman sebagai sumber protease adalah kesulitan
untuk melakukan ekstraksi enzim efisien karena membutuhkan peralatan berat
untuk menghancurkan jaringan tanaman yang besar dan keras (Lehninger, 1995).
Selain itu, pertumbuhan tanaman terlalu lama untuk produksi enzim skala besar.
Produksi protease dari hewan pun sangat terbatas, membutuhkan jumlah hewan
dan biaya yang besar karena proses ekstraksi enzim dari jaringan hewan sulit
untuk dilakukan. Enzim dari hewan paling banyak digunakan dalam industri
pangan adalah kimosin, yaitu pada industri keju. Sedangkan enzim tanaman yang
paling banyak digunakan dalam industri pangan adalah papain dan bromelin. Pada
tahun 1950-1960, pemanfaatan enzim dari hewan dan tanaman mulai digantikan

oleh enzim mikrobial (Nagodawithana and Reed, 1993).

Salah satu sumber penghasil enzim protease yang banyak diteliti adalah bakteri.

Pemilihan bakteri sebagai sumber enzim protease disebabkan beberapa alasan

yaitu:

1. Bakteri lebih mudah tumbuh dengan kecepatan yang lebih cepat dibandingkan
makhluk hidup lainnya.

2. Skala produksi enzim mudah ditingkatkan.

3. Biaya produksi enzim relatif rendah.

4. Kondisi produksi tidak tergantung pada musim dan waktu proses produksi
enzim lebih pendek (Poernomo dan Purwanto, 2003).

Beberapa jenis bakteri seperti Bacillus, Pseudomonas, Clostridium, Proteus, dan

Seratia merupakan penghasil enzim protease yang cukup potensial (Suhartono,

1989).



11

2.4.1 Klasifikasi Protease

Protease diklasifikasikan berdasarkan tiga kriteria utama, yaitu tipe reaksi yang
dikatalisisnya, struktur kimia alami yang ada pada sisi katalitiknya, dan struktur
yang berhubungan dengan evolusi (Rao et al., 1998). Berdasarkan sistem
klasifikasi IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology), enzim-enzim proteolitik mikroba dapat
dibedakan atas endopeptidase dan eksopeptidase. Eksopeptidase memecah
substrat protein dari arah luar dan menghasilkan asam amino. Sedangkan
endopeptidase yang memecah protein dari arah dalam akan menghasilkan
polipeptida (Ward, 1993).

Berdasarkan cara kerjanya terhadap ujung N atau C terminal, eksopeptidase dapat
dibedakan menjadi aminopeptidase (EC 3.4. 11), dipeptidase (EC 3.4. 13) dan
karboksipeptidase (EC 3.4. 16 — EC 3.4. 17) (Ward, 1983). Endopeptidase terbagi
menjadi 4 kelompok utama, yaitu protease serin (EC 3.4.21), protease sistein (EC
3.4. 22), protease aspartat (EC 3.4. 23) dan protease metal (EC 3.4. 24). Penamaan
tersebut menunjukkan bagian penting dari sisi katalitik enzim.
1. Protease Serin
Protease serin adalah endopeptidase yang mempunyai residu sistein reaktif dan
pH optimum mendekati netral. Protein serin mempunyai aktivitas maksimum
pada pH alkalis. Tiga residu asam amino yang membentuk catalytic triad yang
essensial pada proses Kkatalitik, yaitu His57, Asp102 dan Serin195. Tahap
pertama terjadi pembentukan intermediet asil-enzim antara substrat dan serin.
Pada tahap kedua intermediet asil-enzim di hidrolisis dengan molekul air yang

melepaskan peptida dengan gugus OH serin.

2. Protease Sistein
Famili protease ini meliputi protease tanaman seperti papain, aktinidin dan
bromelain. Pada famili ini, papain merupakan tipe protease yang paling banyak
dipelajari. Proses katalisis berlangsung melalui pembentukan intermediet
kovalen yang melibatkan residu sistein dan histidin. Pada protease sistein,

Cys25 dan His159 berperan sama seperti Ser195 dan His57 pada protease
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serin. lon thiolat lebih nukleofil daripada gugus OH. lon thiolat distabilkan
melalui pembentuka pasangan ion dengan gugus imidazolium dari His159.

3. Protease Aspartat
Protease aspartat umumnya mempunyai aktivitas katalitik maksimum pada pH
asam. Hampir semua protease aspartat termasuk famili pepsin yang meliputi
enzim digestif seperti pepsin, chimosin, rennin dan protease fungal.
Enzim yang pada lokasi aktifnya terdapat dua gugus karboksil, keaktifannya
dapat dihambat oleh p-bromo fenasilbromida (Hartley, 1960).

4. Protease Metal
Protease metal mengandung ion logam essensial, biasanya Zn yang mempunyai
aktivitas optimum didekat pH netral. Enzim ini distabilkan oleh Ca?* dan
dihambat oleh bahan pengkelat yang kuat seperti EDTA. Enzim ini umumnya

terdapat dalam mikroorganisme (Nagodawithana and Reed, 1993).

2.4.2 Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim

Enzim sebagai biokatalisator berstruktur protein, dalam mekanisme kerja

aktivitasnya dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain, pH, suhu, konsentrasi

substrat, konsentrasi enzim, kehadiran aktivator atau inhibitor (Poedjiadi dan

Supriyanti, 1994).

1. pH
pH merupakan salah satu faktor penting yang harus diperhatikan apabila
bekerja dengan enzim, hal ini dikarenakan enzim hanya mampu bekerja pada
kondisi pH tertentu saja. Suatu kondisi pH dimana enzim dapat bekerja dengan
aktivitas tertinggi yang dapat dilakukannya dinamakan pH optimum.
Sebaliknya pada pH tertentu enzim sama sekali tidak aktif atau bahkan rusak.
Hubungan antara pengaruh pH terhadap aktivitas enzim digambarkan dengan

kurva pada Gambar 2.2 :
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Gambar 2. Hubungan aktivitas enzim dengan pH

2. Suhu
Sama seperti reaksi kimia, suhu biasanya dapat mempercepat proses reaksi,
namun demikian pada titik suhu tertentu kecepatan reaksi yang dikatalisis oleh
enzim akan mulai menurun bahkan aktivitasnya tidak lagi nampak. Kondisi
suhu dimana enzim dapat menghasilkan aktivitas tertinggi dinamakan suhu
atau temperatur optimum. Karena enzim berstruktur protein, sebagaimana
diketahui bahwa protein dapat dirusak oleh panas, sehingga pada suhu tinggi
tertentu aktivitas enzim mulai menurun bahkan aktivitasnya bisa saja
menghilang. Hal ini sangat dimungkinkan karena terjadinya denaturasi atau
kerusakan struktur enzim yang dapat menyebabkan kerusakan enzim baik
secara keseluruhan maupun sebagian terutama sisi aktifnya. Hubungan antara
pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim digambarkan dengan kurva pada
Gambar 2.3 :

T
|
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enzim

.
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Gambar 3. Hubungan aktivitas enzim dengan suhu
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3. Konsentrasi Substrat
Jika melakukan pengujian konsentrasi substrat dari rendah ke tinggi terhadap
kecepatan reaksi enzimatis, maka pada awalnya akan diperoleh hubungan
kesebandingan yang menyatakan kecepatan reaksi akan meningkat seiring
dengan meningkatnya konsentrasi substrat, namun kemudian akan diperoleh
data yang menyatakan pada konsentrasi substrat tinggi tertentu kecepatan
reaksi tidak lagi bertambah. Pada kondisi ini konsentrasi substrat
menjadi jenuh dan kecepatan reaksi menjadi maksimum yang sering juga
disebut sebagai kecepatan maksimum (Vmax). Hubungan antara pengaruh
konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim digambarkan dengan kurva pada
Gambar 2.4 :

3
>

Kecepatan reaksi enzimatik (V)

3>

Konsentrasi substrat [S] (mM)

Gambar 4. Hubungan aktivitas enzim dengan konsentrasi substrat

4. Konsentrasi Enzim
Kecepatan suatu reaksi yang menggunakan enzim tergantung pada konsentrasi
enzim tersebut. Pada suatu konsentrasi substrat tertentu, kecepatan reaksi
bertambah dengan bertambahnya konsentrasi enzim. Hubungan antara
pengaruh konsentrasi enzim terhadap aktivitas enzim digambarkan dengan

kurva pada Gambar 2.5 :
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Kecepatan Reaks:1

Konsentrasi Enzim

Gambar 5. Hubungan aktivitas enzim dengan konsentrasi enzim

5. Kofaktor
Aktivitas katalitik enzim dapat dipengaruhi oleh aktivator (bahan-bahan yang
meningkatkan aktivitas enzim) dan inhibitor (bahan-bahan yang menurunkan
aktivitas enzim). Berdasarkan kinetikanya, inhibitor dapat dibedakan menjadi
inhibitor ireversibel dan reversibel (Palmer, 1995).
Aktivitas enzim juga dipengaruhi oleh kofaktor, yaitu komponen non protein
dari enzim yang menentukan aktivitas katalitiknya. Kofaktor ini dapat berupa
senyawa organik yang disebut koenzim atau senyawa non organik seperti ion
logam Fe*** Mn*"* Zn?* dan Ca?* (Lehninger, 1995). lon-ion logam ini
umumnya ditambahkan dalam bentuk garam, misalnya ion Ca®* dalam bentuk
garam klorida. Kation-kation lain yang telah diketahui dapat mengaktifkan
enzim adalah Na*, K*, Rb*, Cs*, Mg, Zn?*, Cu®*, Fe?*, Co®*, Ni**, dan AI**
(Palmer, 1995).

2.4.3. Uji Aktivitas Enzim Metode Kunitz

Metode yang digunakan untuk mengukur aktivitas enzim protease yaitu metode
Kunitz. Prinsip pengujiannya berdasarkan pada kemampuan enzim protease untuk
menghidrolisis kasein. Residu kasein yang tidak terhidrolisis akan diendapkan
oleh Tri Chloroacetic Acid (TCA). Penambahan TCA ini berfungsi untuk
menginaktifkan enzim protease. Kemudian endapan dispisahkan dan fitratnya
diukur dengan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 280 nm

(Kunitz, 1947 dalam Novitasari dkk., 2014).
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2.4.4. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry

Penentuan kadar protein dengan metode Lowry bertujuan untuk mengetahui
bahwa protein enzim masih terdapat pada setiap fraksi pemurnian (tidak hilang
dalam proses pemurnian) dengan aktivitas yang baik. Salah satu metode yang
digunakan untuk menentukan kadar protein adalah metode Lowry. Metode ini
bekerja pada ion Cu (1) yang bereaksi dengan ikatan peptida pada protein (enzim)
akan membentuk senyawa kompleks. Selanjutnya, kompleks Cu2+ akan tereduksi
menjadi Cu+ pada kondisi basa. Kemudian, Cu+ yang terikat pada rantai samping
tirosin, triptofan dan sistein dari protein akan bereaksi dengan reagen folin-
ciocalteu’s. Ketika reagen folin[Iciocalteu’s ditambahkan, maka reagen akan
mengikat protein. Ikatan ini secara perlahan akan mereduksi reagen dan
mengubah warna kuning menjadi biru. Protein akan menghasilkan intensitas
warna yang berbeda tergantung pada kandungan triptofan dan tirosin pada protein
(Lowry et al., 1951).

2.5. Pemurnian Enzim

Pemurnian enzim merupakan suatu upaya yang dilakukan untuk menghasilkan
enzim dengan aktivitas spesifik lebih baik daripada ekstrak kasarnya dan
menghasilkan yield enzim yang tinggi. Proses pemurnian enzim melalui 2 tahapan
besar, yakni pemurnian dalam jumlah besar dan pemurnian dalam jumlah kecil.
Beberapa teknik yang umumnya digunakan antara lain dengan memanfaatkan pH
atau suhu ekstrim, partisi fase dengan pelarut organik, penambahan bubur resin
ion exchange, maupun dengan teknik salting out. Metode pemurnian enzim dapat
dipilih berdasarkan sifat enzim tersebut sebagai protein yang memiliki perbedaan
dari segi kelarutan, muatan, serta ukurannya (Lehninger, 1995). Hasil yang
diharapkan dari proses pemurnian enzim ini ialah didapatkan yield maksimal dari

enzim yang diisolasi, dan kenaikan aktivitas spesifik serta purification factor-nya.
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2.5.1 Pengendapan Enzim Secara Bertahap dengan Menggunakan
Ammonium Sulfat
Metode yang umum digunakan untuk pemurnian enzim yakni dengan prinsip
salting out menggunakan amonium sulfat yang biasa digunakan untuk purifikasi
protein (Matthews et al., 1997). Garam amonium sulfat sering digunakan dalam
proses pemurnian karena sifatnya yang sangat larut, murah, dan memiliki tingkat
pemurnian tertinggi serta tidak mengubah pH larutan protein sampel menjadi
ekstrim yang dapat mengakibatkan denaturasi protein. Proses ini menggunakan
kadar garam tinggi untuk mengendapkan protein, dimana kelarutan protein akan
menurun apabila berada pada kondisi tersebut.

Prinsip salting out didasari oleh kompetisi antara ion garam dan molekul protein
untuk berikatan dengan air. Oleh sebab itu, pada konsentrasi garam yang tinggi,
air akan cenderung terikat dengan garam dibandingkan dengan molekul protein.
Konsentrasi garam yang ditambahkan ke dalam ekstrak kasar enzim dibuat
variatif dan dilakukan pada suhu rendah (Sorensen et al., 1999). Kondisi suhu
rendah mampu meningkatkan presipitasi protein saat penambahan garam kadar
tinggi. Semakin tinggi konsentrasi garam tersebut, kelarutan protein akan semakin
rendah sehingga protein akan mengendap. Penambahan garam secara terus
menerus secara perlahan akan menaikkan konsentrasi garam dalam larutan.
Garam memiliki derajat ionisasi yang lebih tinggi daripada protein, sehingga
garam memiliki afinitas yang lebih tinggi terhadap air yang mengelilingi protein.
Akibatnya, terjadi kompetisi antara garam dan protein untuk mempertahankan
molekul air. Namun, semakin tinggi konsentrasi garam, kepolaran protein tidak
mampu menyaingi kepolaran garam sehingga molekul air akan lebih tertarik pada
garam. Akibatnya, molekul air tidak lagi melindungi protein dan asam amino

hidrofobik akan semakin muncul ke permukaan.

Beberapa keuntungan apabila menggunakan metode pengendapan menggunakan
amonium sulfat yaitu dapat mengendapkan hampir seluruh protein karena
amonium sulfat memiliki molaritas yang besar, memiliki densitas rendah yakni

1,235 g.cm™ sehingga tidak akan ikut terendapkan saat sentrifugasi protein, serta
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pada proses pelarutan akan menghasilkan panas pelarutan yang rendah sehingga
protein tidak terdenaturasi (Scopes, 1993).

2.5.2 Dialisis

Dialisis merupakan metode yang umumnya digunakan untuk meningkatkan
kemurnian suatu molekul dalam tahap purifikasi. Dialisis adalah proses
perpindahan molekul terlarut dari suatu campuran larutan yang terjadi akibat
difusi pada membran semi-permeabel. Molekul terlarut yang berukuran lebih kecil
dari pori-pori membran akan keluar, sedangkan molekul lainnya yang lebih besar
akan tertahan di dalam selubung membran. Pemisahan ini perlu dilakukan agar

garam-garam anorganik tidak mengganggu tahap pemurnian enzim selanjutnya.

Dialisis dapat dilakukan dengan menggunakan tabung selofan yang memiliki
ukuran pori-pori lebih kecil dari ukuran protein sehingga protein tidak dapat
keluar dari tabung selofan. Pemanfaatan tabung selofan memiliki beberapa
keuntungan antara lain mudah digunakan, harganya relatif murah dan mudah
diperoleh. Laju difusi ditentukan oleh beberapa kondisi antara lain yaitu
konsentrasi molekul pelarut yang akan keluar dari membran dialisis, luas
permukaan membran dialisis, dan volume pelarut yang digunakan. Buffer
digunakan saat dialisis untuk melarutkan senyawa non protein, selain itu buffer
berfungsi menjaga kestabilan pH enzim, karena perubahan pH dapat
mempengaruhi aktivitas enzim dan pH yang ekstrim dapat merusak enzim.

Efektivitas buffer dipengaruhi oleh konsentrasi dan bahan penyusun buffer.

Tabung dialisis memiliki pori berukuran tertentu, sehingga molekul berukuran
kecil akan dapat melalui pori sedangkan molekul berukuran besar tidak dapat
melewatinya (Scopes, 1993). Molekul berukuran kecil biasanya merupakan
pengotor seperti sisa garam, sedangkan molekul berukuran besar yang dimaksud

ialah protein.
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2.5.3 Kromatografi Filtrasi Gel

Kromatografi filtrasi gel merupakan teknik pemisahan protein dan makromolekul
biologi lain berdasarkan ukuran molekul. Kromatografi filtrasi gel merupakan
suatu proses pemisahan protein berdasarkan perbedaan ukuran molekul dari suatu
protein. Proses pemisahan menggunakan matriks gel berpori yang ditempatkan di
dalam kolom dan dikelilingi oleh pelarut. Teknik kromatografi filtrasi gel bekerja
dengan prinsip pemisahan berdasarkan ukuran molekul zat padat (Lehninger,
1982).

Mekanisme pemisahan yang terjadi adalah adsorpsi. Pada kromatografi filtrasi gel
yang terjadi berdasarkan ukuran molekul dari senyawa-senyawa dalam campuran.
Fasa diam pada kromatografi ini dibuat dengan ukuran pori tertentu dan seragam.
Senyawa-senyawa yang mempunyai ukuran lebih kecil atau mirip dengan pori
pada permukaan fasa diam akan diretensi. Dengan demikian, molekul-molekul
yang lebih besar dielusi terlebih dahulu dan molekul-molekul yang lebih kecil
dielusi kemudian. Fase gerak yang digunakan berupa suatu pelarut yang hanya
berfungsi untuk melarutkan analit (senyawa yang diinginkan). Jadi dalam
kromatografi jenis ini tidak terjadi interaksi antara fasa gerak dengan fasa diam
dan senyawa-senyawa dalam campuran. Fasa gerak hanya berfungsi sebagai

pembawa (carrier) (Leba, 2017).

Matriks filtrasi gel berupa gel yang berpori seperti dekstran, agarosa atau
poliakrilamida. Contoh matriks komersial tersebut adalah sepharose, sephadex,
dan biogel. Ada beberapa tipe gel yang digunakan dalam eksperimen biokimia,
yang utama adalah gel sephadex. Gel sephadex merupakan suatu bahan yang tidak
larut dan stabil dalam air, larutan garam, larutan organi, serta tidak terpengaruh
oleh basa dan asam lemah (Bintang, 2010). Gel atau matriks berpori kemudian
dikemas di dalam kolom dan dielusi dengan fase cair. Pori-pori matriks dapat
menampung molekul berukuran lebih kecil. Molekul berukuran lebih kecil akan
memasuki pori-pori matriks, namun molekul yang besar tidak terperangkap ke
dalam pori kolom. Hasil yang dicapai adalah molekul besar akan keluar dari

kolom lebih dulu dibanding molekul yang lebih kecil (Scopes, 1993).
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2.6. Kinetika Enzim

Parameter dalam kinetika reaksi enzim adalah konstanta Michaelis-Menten (Kr,)
dan laju reaksi maksimum (Vmax). Berdasarkan postulat Michaelis dan Menten
pada suatu reaksi enzimatis terdiri dari beberapa fase yaitu pembentukan
kompleks enzim substrat (ES), dimana E adalah enzim dan S adalah substrat,
modifikasi dari substrat membentuk produk (P) yang masih terikat dengan enzim
(EP) dan pelepasan produk dari molekul enzim (Shahib, 2005). Setiap enzim
memiliki sifat dan karakteristik yang spesifik seperti yang ditunjukkan pada sifat
spesifisitas interaksi enzim terhadap substrat yang dinyatakan dengan nilai tetapan
Michaelis-Menten (Kp,).

Nilai Ky, didefinisikan sebagai konsentrasi substrat tertentu pada saat enzim
mencapai kecepatan setengah kecepatan maksimum. Setiap enzim memiliki nilai
Km dan Vmax yang khas dengan substrat spesifik pada suhu dan pH tertentu
(Kamelia et al., 2005). Nilai Ky, yang kecil menunjukkan bahwa kompleks enzim-
substrat sangat mantap dengan afinitas tinggi terhadap substrat, sedangkan jika
nilai Ky, suatu enzim besar maka enzim tersebut memiliki afinitas rendah terhadap
substrat (Page, 1997). Nilai K, suatu enzim dapat dihitung dengan persamaan
Lineweaver-Burk yang diperoleh dari persamaan Michaelis-Menten yang
kemudian dihasilkan suatu diagram Lineweaver-Burk yang ditunjukkan pada
Gambar 6 :

Nilai Ky enzim sangat bervariasi, untuk sebagian besar enzim Ky terletak antata
10! sampai 10”7 M. Nilai Ky untuk suatu enzim tergantung pada substrat tertentu
dan pada kondisi lingkungan seperti pH, suhu dan kekuatan ion (Stryer et al.,
2002).
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Gambar 6. Diagran Lineweaver-Burk

2.7. Stabilitas Enzim

Stabilitas enzim dapat diartikan sebagai kestabilan aktivitas enzim selama
penyimpanan dan penggunaan enzim tersebut, serta kestabilan terhadap senyawa
yang bersifat merusak seperti pelarut tertentu (asam, basa) dan oleh pengaruh
temperatur dan pH ekstrim (Kazan et al., 1997). Beberapa enzim tidak stabil dan
mudah terdenaturasi, sehingga aktifitas enzimnya hilang. Setiap enzim
mempunyai suhu dan pH optimum untuk aktivitasnya. Dalam melakukan
aktivitasnya, enzim dipengaruhi oleh lingkungannya. Pengaruh tersebut dapat
mengganggu stabilitas enzim sehingga menjadi masalah yang sering dihadapi

dalam industri.

Stabilitas merupakan sifat penting yang harus dimiliki oleh enzim dalam
aplikasinya sebagai biokatalis. Ada dua cara yang dapat digunakan untuk
mempeoleh enzim dengan stabilitas yang tinggi, yaitu menggunakan enzim yang
memiliki stabilitas ekstrim alami dan mengusahakan peningkatan stabilitas enzim

yang secara alami tidak atau kurang stabil. Peningkatan stabilitas enzim dapat
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dilakukan dengan menggunakan zat aditif, modifikasi kimia dan rekayasa protein
(IManes, 1999).

Selain itu, untutk mempelajari kestabilan suatu enzim dapat dilakukan dengan
menentukan waktu paruh (t%2) dan data termodinamika lain yang berhubungan
dengan ketsabilan, yaitu konstanta laju inaktivasi (ki) dan perubahan energi akibat
denaturasi (AG;) (Kazan et al., 1997).
1. Waktu Paruh (t¥2)
Waktu paruh (t¥2) adalah waktu dimana enzim kehilangan setengah
aktivitasnya setelah meluruhkan substrat hingga konsentrasinya menjadi
setengah konsentrasi awal (Baysal et al., 2014). Waktu paruh dapat dihitung
dari persamaan laju reaksi orde satu (Kazan et al., 1997), seperti berikut:

In2 0,693
Ki  Ki i (1)

tYe =

2. Konstanta Laju Inaktivasi (k;)

Mekanisme inaktivasi irreversible enzim berlangsung seperti berikut:

k, ki
E. — E — E.
n K t 1
-1

Persamaan regeresi linier dari laju inaktivasi enzim orde satu antara aktivitas
sisa enzim pada to ([E]o) dan aktivitas sisa senzim yang terinaktivasi pada t;
([E]) (Kazan et al., 1997), adalah sebagai berikut:

3. Uji Stabilitas Termal Enzim
Penentuan stabilitas termal enzim dilakukan dengan mengukur aktivitas sisa
(%) enzim setelah diinkubasi selama 0; 10; 20; 30; 40; 50 dan 60 menit pada
suhu optimum (Yang et al., 1996).

Ei
Aktivitas sisa (%) = o X 100%
0
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Kemudian data aktivitas sisa enzim pada to ([E]o) dan aktivitas sisa enzim yang
terinaktivasi pada t; ([E];) dibuat grafik linier. Data ini digunakan untuk

menentukan nilai k;.

4. Perubahan Energi Bebas Akibat Denaturasi (AG;)
Energi bebas akibat denaturasi (G;) adalah energi bebas yang dibutuhkan untuk
mendenaturasi enzim dari keadaan awal. Penentuan nilai AG; diturunkan dari

persaman termodinamika berikut:

kih)

AGi =—R Tln (kb T

Keterangan : R Konstanta gas (8,315 J.K™* mol™)

T = Suhu absolut (K)

ki = Konstanta laju inaktivasi termal

H = Konstanta Planck (6,63 x 10°** J det)

ke = Konstanta Boltzmann (1,381 x 102 J K™)

(Kazan et al., 1997)



I11.  METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2021 sampai November 2021 di
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung.
Pengambilan sampel di lakukan di lingkungan tempat penjual nasi goreng,
Kedaton, Bandar Lampung. Identifikasi bakteri dilakukan di Laboratorium

Bakteriologi Balai Veteriner Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, tabung reaksi,
erlenmeyer, autoclave, oven, Laminar Air Flow (LAF), pipet tetes, hot plate,
batang pengaduk, beaker glass, inkubator, gelas ukur, bunsen, spatula, neraca
analitik, jarum ose, pH meter, water bath, spektrofotometer UV-Vis, shaker

incubator, kolom sephadex G-75 dan alat sentrifugasi.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel tanah, Nutrient
Agar (NA), akuades, skim milk, NaCl, Na,CO3, CuSQO,4.5H,0, Na(K)-tartarat,
reagen Folin-Ciocelteau, NaOH, tirosin, buffer fosfat pH 7,0 , alkohol 95%,
ammonium sulfat, gel sephadex G-75, Bovine Serum Albumin (BSA), Tri
Cloroacetic Acid (TCA)
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3.3. Prosedur Penelitian
3.3.1. Tahapan Persiapan
a. Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel tanah dilakukan di kawasan Kampung Baru, Rajabasa,
Bandar Lampung. Permukaan tanah digali dengan menggunakkan sendok,

setelah itu sampel tanah dimasukkan ke dalam botol yang telah disterilkan.

b. Pembuatan Larutan Fisiologis

Bubuk NaCl ditimbang sebanyak 0,85 g menggunakan neraca analitik lalu
dilarutkan dengan 100 mL akuades kemudian ditutup menggunakan kapas dan
aluminium foil. Larutan tersebut disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121 °C
dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Larutan ini digunakan sebagai larutan

pengencer sampel tanah yang akan digunakan.

c. Persiapan Alat

Semua peralatan gelas yang akan dipakai dicuci bersih, dikeringkan dan
disterilisasi agar alat-alat tersebut terhindar dari mikroba yang tidak diinginkan.
Sterilisasi alat dilakukan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C dengan
tekanan 1 atm selama 15 menit. Alat-alat tersebut kemudian dimasukkan ke

dalam oven selama kurang lebih 2 jam.

d. Pembuatan Media Selektif

Media padat yang digunakan yaitu medium Skim Milk Agar (SMA) untuk
media pertumbuhan bakteri. Medium SMA dibuat dengan menimbang 2,8
gram Nutrient Agar (NA) dan 1 gram skim milk kemudian dilarutkan dalam
100 mL akuades dan dipanaskan lalu disterilisasi menggunakan autoklaf pada

suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.

e. Pembuatan Media Produksi Protease

Media produksi protease dibuat dengan 10% skim milk yang dilarutkan



dalam 1000 mL buffer fosfat, kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf

pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.

f. Pembuatan Pereaksi

Pengujian aktivitas protease dilakukan dengan menggunakan Metode Kunitz.
Perekasi yang digunakan, yaitu :

1. Larutan Kasein : Sebanyak 1 g kasein dilarutkan dalam 100 mL buffer
fosfat pH 7.

2. Larutan TCA : Sebanyak 5 g TCA dilarutkan dalam 100 mL akuades.

3. Larutan standar : Larutan tirosin.

Penentuan kadar protein ekstrak kasar enzim protease diilakukan dengan
menggunakan Metode Lowry. Pereaksi yang digunakan adalah pereaksi
Lowry. Pereaksi Lowry terdiri atas 4 macam, yaitu:

1. Pereaksi A : 2 g Na,COg3 dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N.

2. Pereaksi B : 5 mL larutan CuSO,4.5H,0 1% (w/v) ditambahkan 5 mL
larutan Na(K)-tartarat 1% (w/v).

3. Pereaksi C : 2 mL pereaksi B ditambahkan 100 mL pereaksi A.

4. Pereaksi D : reagen Folin-Ciocelteau diencerkan dengan akuades 1:1.

5. Larutan standar : Larutan BSA (Bovine Serum Albumin)

3.3.2. Isolasi Bakteri Proteolitik

Sebanyak 1 g sampel tanah dimasukkan ke dalam gelas beaker dan dilarutkan
dengan larutan fisiologis (NaCl 0,85% (w/v)) sebanyak 100 mL lalu di vortex
selama 1 menit. Kemudian sampel disaring, diambil larutannya dan dilakukan
pengenceran bertingkat sampai 10°°. Setelah itu diambil 1 mL hasil
pengenceran kemudian diinokulasikan dalam media Skim Milk Agar dengan
metode pour plate dan diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam pada suhu
37 °C. Koloni yang tumbuh pada cawan petri kemudian dimurnikan pada

media Skim Milk Agar dengan metode spread.
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3.3.3.Uji Aktivitas Proteolitik

Isolat diremajakan pada media skim milk selama 24 jam pada 37 °C. Uji
kualitatif aktivitas enzim protease dilakukan dengan cara ditetesi isolat pada
media Skim Milk Agar yang di atasnya sudah diletakkan kertas cakram. Uji
positif ditunjukkan dengan adanya zona bening disekitar koloni bakteri pada

permukaan media SMA.

3.3.4. Identifikfasi Bakteri Proteolitik

Isolat bakteri penghasil potease yang berhasil diisolasi dan memiliki aktivitas
proteolitik dikirim ke Laboratorium Bakteriologi Balai Veteriner Lampung
untuk diidentifikasi. Identifikasi bakteri dilakukan melalui serangkaian uji

biokimia.

3.3.5. Kurva Pertumbuhan Bakteri

Sebelum produksi enzim protease, terlebih dahulu dilakukan penentuan kondisi
optimum bakteri penghasil enzim protease. Media yang digunakan adalah media
skim milk. Media skim milk diberikan kondisi lingkungan yang bervariasi, yaitu
dengan memvariasikan pH daan waktu inkubasi Variasi pH yang dilakukan adalah
6, 7 dan 8. Untuk variasi waktu inkubasi yang dilakukan adalah 6, 12, 18, 24,
30,36, 42, 48, 54, 60, 66 dan 72 jam.

Proses ini dimulai dengan pembuatan inokulum kemudian dilanjutkan dengan
proses fermentasi (produksi enzim). Bakteri diinokulasi sebanyak 1-2 ose pada
media skim milk yang dilarutkan dalam buffer fosfat dan disimpan dalam shaker
inkubator. Inokulum yang telah diinkubasi selama 24 jam pada 115 rpm diambil
sebanyak 10% untuk diinokulasikan ke dalam 100 mL medium produksi. Setiap 6
jam sampling dilakukan untuk pengukuran pertumbuhan mikroba yang dikenal

dengan pengukuran optical density (OD) pada panjang gelombang 660 nm.
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3.3.6.Pengukuran Aktivitas Protease

Aktivitas protease diukur dengan metode Kunitz. Pada sampel, sebanyak 1 mL
substrat kasein (dalam buffer fosfat pH 7) dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan sebanyak 1 mL larutan enzim ke dalam substrat. Kemudian
diinkubasi pada suhu 35°C selama 30 menit. Reaksi dihentikan dengan
menambahkan 3 mL larutan TCA dalam keadaan dingin. Campuran uji dibiarkan

mengendap selama 30 menit kemudian disentrifugasi selama 20 menit.

Pada kontrol, sebanyak 1 mL larutan enzim dimasukkan ke dalam tabung reaksi
dan ditambahkan 3 mL larutan TCA. Kemudian diinkubasi pada suhu 35°C
selama 30 menit, setelah itu ditambahkan sebanyak 1 mL larutan kasein.
Campuran uji dibiarkan mengendap selama 30 menit kemudian disentrifugasi

selama 20 menit.

Kemudian filtrat diukur dengan Spektrovotometer UV-Vis pada A = 280 nm.
Aktivitas enzim dihitung berdasarkan jumlah asam amino (peptida sederhaa) yang
terbentuk dengan menggunakan kurva standar tirosin. Digunakan standar tirosin

karena sebagian besar protein mengandung tirosin.

3.3.7. Pengukuran Kadar Protein

Kadar protein dalam media kultur diukur berdasarkan metode Lowry. Sebanyak
0,1 mL larutan enzim ditambahkan 0,9 mL aquades dimasukkan dalam tabung
reaksi, kemudian ditambahkan 3 mL pereaksi C. Kemudia dikocok dan didiamkan
selama 10 menit. Setelah itu, ditambahkan pereaksi D sebanyak 0,3 mL lalu
dikocok dan didiamkan selama 30 menit. Serapannya diukur menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 750 nm. Untuk menentukan

kadar protein enzim digunakan kurva standar BSA (Bovine Serum Albumin).

3.3.8. Produksi Enzim Protease Ekstraseluler

Setelah diketahui kondisi optimum produksi enzim, dilakukan produksi enzim

dalam jumlah (volume) besar sekitar 1.000 mL pada kondisi optimum. Media
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produksi atau fermentasi selanjutnya diinkubasi selama kondisi produksi
optimum. Kemudian media fermentasi disentrifugasi selama 20 menit. Ekstrak
kasar enzim diukur aktivitasnya dengan metode Kunitz dan diukur kadar

proteinnya dengan metode Lowry.

3.3.9.Pemurnian Enzim
a. Fraksinasi dengan Ammonium Sulfat

Ekstrak kasar enzim diendapkan menggunakan ammonium sulfat dengan
tingkat kejenuhan yang berbeda yaitu 0-20%; 20-40%, 40-60%, 60-80%, 80-
100%.

Ekstrak enzim kasar diukur volumenya dan ditambahkan ammonium sulfat
sampai konsentrasi akhir 20%, kemudian disentrtifugasi dengan kecepatan
selama 20 menit. Endapan yang diperoleh dipisahkan dari supernatannya.
Endapan dilarutkan dengan larutan buffer fosfat 0,1 M pH 7 dan disimpan
sebagai endapan 20% (fraksi 20%). Supernatan digunakan untuk pengendapan
berikutnya dengan menambahkan lagi ammonium sulfat sampai konsentarsi
akhir 40% dan disentrifugasi lagi selama 20 menit. Endapan yang diperoleh
dipisahkan dari supernatannya. Endapan dilarutkan dengan larutan buffer fosfat
0,1 M pH 6 dan disimpan sebagai endapan 40% (fraksi 40%). Hal yang sama
dilakukan dengan konsentrasi akhir amonium sulfat 100%, sehingga diperoleh
fraksi endapan (FE-20%, FE-40%, FE-60%, FE-80% dan FE-100%). Masing-
masing fraksi enzim yang diperoleh kemudian diuji aktivitasnya dengan metode

Kunitz dan diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry.
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Elkstrak Kasar Enzim

| + (NH1):S04(0-20) %

Endapan (F1) Filtrat

| + (NH.):S04(20-40) %

Endapan (F2) Filtrat

|+ (NH2);S0:(40-60) %

Endapan (F3) Filtrat

|+ (NH.2):S0:(60-80) %

Endapan (F4) Filtrat
|+ (NH:);S04(80-100) %
Endapan (F35) Filtrat

Gambar 7. Skema proses fraksinasi enzim dengan amonium sulfat

b. Dialisis

Endapan enzim dari tiap fraksi hasil fraksinasi kemudian dimurnikan dengan
cara dialisis melalui kantung selofan. Endapan tersebut dimasukkan kedalam
kantong selofan dan didialisis menggunakan buffer fosfat 0,005 M pH 7 selama

24 jam pada suhu dingin.

Selama dialisis, dilakukan pergantian buffer selama 4-6 jam agar konsentrasi
ion-ion di dalam kantong dialisis dapat dikurangi. Hal ini juga digunakan untuk
mencegah kantong selofan tersebut pecah. Untuk mengetahui bahwa sudah
tidak ada lagi ion-ion garam dalam kantong, maka diuji dengan menambahkan
larutan Ba(OH)2 atau BaCl2. Bila masih ada ion sulfat dalam kantong, maka
akan terbentuk endapan putih BaSO4. Semakin banyak endapan yang
terbentuk, maka semakin banyak ion sulfat yang ada dalam kantong. Fraksi
hasil dialisis yang diperoleh diuji aktivitasnya dengan metode Kunitz dan
diukur kadar proteinnya dengan metode Lowry. Fraksi hasil dialisis selanjutnya

dilanjutkan pemurnian dengan kromatografi filtrasi gel.
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c. Kromatografi Filtrasi Gel
1. Pengembangan Gel

Persiapan kolom dilakukan dengan mengkalibrasi menggunakan 0,05 M buffer
fosfat pH 7. Matriks sephadex G-75 ditimbang sebanyak 10 gram kemudian
dilarutkan dengan aquades kemudian didiamkan selama beberapa menit sampai
terbentuk dua fase yaitu aquades dan gel. Aquades kemudian dikeluarkan hingga
tersisa gel dan diganti dengan buffer fosfat pH 7 sebanyak dua kali volume dari
gel. Selanjutnya disimpan dalam kulkas selama 24 jam.

Saat ingin digunakan matriks sephadex G-75 dicuci menggunakan NaOH,

kemudian dicuci lagi menggunakan 0,05 M buffer fosfat pH 7 (Seftiono, 2008).

2. Pembuatan Kolom Gel

Kolom dibubuhi dengan kapas pada ujung bawah. Kolom yang telah dipasang
tegak lurus selanjutnya dimasukkan perlahan gel yang telah mengmbang.
Kemudian dimasukkan elusi dengan 0,05 M buffer fosfat pH 7 untuk mencegah

adanya gelembung udara yang terperangkap dalam gel.

3. Penempatan Enzim dalam Kolom

Enzim dialisi yang selanjutnya dimasukkan secara perlahan ke dalam kolom
yang telah berisi gel sephadex G-75. Enzim dialisi dielusi dengan 0,05 M
buffer fosfat ph 7dengan kecepatan laju alir 1 mL per menit. Setiap volume
fraksi yang diperoleh dari hasil pemurnian ditampung dalam botol vial. Lalu
diuji aktivitasnya dengan metode Kunitz dan diukur kadar proteinnya dengan

metode Lowry

3.3.10. Karakterisasi Enzim Protease
a. Penentuan pH Optimum

Penentuan pH terhadap aktivitas enzim diuji dengan cara mereaksikan larutan
enzim dan substrat kasein dalam buffer fosfat 0,05 M kemudian diinkubasi
pada suhu 35°C dalam satu seri buffer fosfat 0,05 M dengan variasi pH 6, 7 dan

8 . Selanjutnya dilakukan pengukuran aktivitas enzim.
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b. Penentuan Suhu Optimum

Penentuan suhu terhadap aktivitas enzim diuji dengan cara mereaksikan larutan
enzim dan substrat kasein dengan pH optimum. Dengan variasi suhu uji 35, 40,

45, 50, 55 dan 60°C. Selanjutnya dilakukan pengukuran aktivitas enzim.

c. Penentuan Waktu Inkubasi Optimum

Penentuan waktu inkubasi dilakukan dengan mereaksikan enzim dan substrat
kasein dengan pH optimum. Kemudian diinkubasi pada suhu optimum dengan
variasi waktu inkubasi 20, 30, 40, 50 dan 60 menit. Selanjutnya dilakukan

pengukuran aktivitas enzim.

3.3.11. Penentuan Kinetika Enzim (Nilai Ky dan Vmaks)

Nilai Michaelis-Menten (Ky) dan laju reaksi maksimum (Vmas) ditentukan
dengan memvariasikan konsentrasi substrat yang digunakan, yaitu 0,5%, 0,75%,
1%, 1,25% dan 1,5%. Kemudian dilakukan pengukuran aktivitas enzim dengan
metode Kunitz. Nilai aktivitas protease yang diperoleh kemudian digunakan untuk
membuat kurva hubungan antara konsentrasi substrat dan aktivitas spesifik enzim.
Kemudian hasilnya dimasukkan dalam persamaan linear Lineweaver-Burk. Nilai
Km dan VVmaks diperoleh dengan rumus berikut (Wahyuntari dan Hendrawati,
2012) :

Km 1 1

1
V  Vmakz [5] * Vmaks (5)

Keterangan: Vo
Vmaks
Km

Kecepatan awal pada konsentrasi substrat [S]

Kecepatan maksimum

Tetapan Michaelis-Menten enzim bagi substrat tertentu
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3.3.12. Penentuan Termodinamika Enzim
a. Uji Stabilitas Termal Enzim

Uji stabilitas termal enzim hasil pemurnian dapat dilakukan dengan
memvariasikan waktu inkubasi. Waktu inkubasi dibutuhkan oleh enzim untuk
bereaksi dengan substrat secara optimum. Selanjutnya, aktivitas enzim
ditentukan dengan metode Kunitz. Dalam penelitian ini, dilakukan pengukuran
aktivitas sisa enzim setelah diinkubasi selama 0; 10; 20; 30; 40; 50 dan 60

menit.

Aktivitas awal enzim (tanpa pemanasan) diberi nilai 100%. Sehingga, aktivitas

sisa dapat ditentukan dengan Persamaan 3:

Ei
Aktivitas sisa (%) = o X 100%

Keterangan:
Eo = Aktivitas sisa enzim pada tp atau tanpa inaktivasi
Ei = Aktivitas sisa enzim setelah diinaktivasi selama t;

b. Penentuan Waktu Paruh (ty,), Konstanta Laju Inaktivasi (k;), dan
Perubahan Energi Akibat Denaturasi (AG;)

Waktu paruh dapat dihitung dari persamaan laju reaksi inaktivasi enzim orde

satu (Kazan et al., 1997), seperti pada Persamaan 1:

In2 0,693
ki ki

tYs =

Penentuan nilai k; (konstanta laju inaktivasi) enzim protease hasil pemurnian
dilakukan dengan menggunakan persamaan kinetika inaktivasi orde 1 (Kazan

et al., 1997) dengan Persamaan 2:



Sedangkan untuk perubahan energi akibat denaturasi (AG;) enzim protease
hasil pemurnian dan setelah amobilisasi dilakukan dengan menggunakan

Persamaan 4 (Kazan et al., 1997)

kih)

AGi = —RTlIn (kb T
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V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan hasil dari penelitian yang dilakukan, dapat disimpulkan sebagai
berikut:

1. Didapatkan isolat bakteri yang berhasil diisolasi dari tanah yaitu isolat PK-
IA171 dengan indeks proteolitik sebesar 1,46.

2. Isolat bakteri terpilih yang diidentifikasi merupakan bakteri Klebsiella sp.

3. Bakteri Klebsiella sp. memiliki kondisi optimum pertumbuhan pada jam ke-42

dan pada pH 7.

4. Aktivitas spesifik enzim protease hasil pemurnian 0,3423 U/mg meningkat
3,15 kali dibandingkan ekstrak kasar yang memiliki aktifitas spesifik 0,1084
U/mg.

5. Enzim hasil pemurnian bekerja optimum pada pH 7, suhu 50 °C dan waktu

inkubasi selama 40 menit.

6. Enzim hasil pemurnian diperoleh nilai Ky 6,1 mg ml™ substrat dan Vinas 0,6

umol mL™* menit™.

7. Enzim hasil pemurnian diperoleh nilai ki, t;» dan AG; berturut-turut adalah
0,0184 menit™, 37,7 menit dan 101,0565 kJ mol™.
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5.2. Saran

Dari penelitian yang telah dilakukan, maka disarankan untuk penelitian
selanjutnya dapat melakukan identifikasi lebih lanjut terhadap bakteri Klebsiella
sp. dan melakukan penambahan senyawa aditif untuk meningkatkan kestabilan

enzim protease yang diisolasi dari Klebsiella sp.
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