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oleh B. lichelliformis. Bacillus licheniformis memproduksi 
minimum dua jenis protease dengan pH optimum 8.5 
dan 10.3 (Halpern, 1981, Ward, 1983). Protease B. li­
chelliformis tennasuk protease serin yang memerlukan 
ion kalsium, dengan berat molekul 25-30 000 dalton. 
Ion kalsium ini berfungsi untuk meningkatkan stabilitas 
pada suhu tinggi atau kondisi pH yang ekstrim (Yama­
moto, 1975). 

Salah satu kekurangan yang dirasakan di dalam 
aplikasi enzim adalah enzim mudah mengalami degra­
dasi aktivitas oleh lingkungan, sehingga menurunkan 
katalitik enzim. Terdapat beberapa cara untuk mening­
katkan stabilitas enzim, yaitu aplikasi teknik imobili­
sasi, modifikasi kimia, rekayasa molekuler, dan penam­
bahan aditif. Penggunaan aditif lebih sering dipilih ka­
rena relatif lebih mudah dan biayanya murah (Monsan 
dan Combess, 1984). 

Banyak aditif telah dikemukakan sebagai penstabil 
enzim, dan beberapa telah menghasilkan paten untuk 
enzim serta aplikasi tertentu (Tabel 1). 

Tabel 1. Beberapa paten aditif enzima
) 

Enzim . Senyawa Penstabil 

Gliserolkinase Fraksi ekstrak protein dari 
khamir 

Katalase Asam askorbat; Natrium 
sitrat + gliserol + timol 

Papain A1kohol berat molekul ren-
dah; kolagen terhidrolisa + 
gliserol borat 

Pektase tom at Asaro borat 

Amilase,protease Oiamin; poliamin 

GlukQoksidase Metilselulosa 

a) Schwimmer. ( 1981) 

Schwimmer (1981) menggolongkan aditif menjadi 
beberapa kelompok yaitu : substrat , senyawa hidrofUik, 
larutan garam dan gula, ion logam, anion, polianion, 
polikation, protein dan polimernya. inhibitor protease, 
senyawa pengkelat, anti buih, seita senyawa pereduksi 
dan antioksidan. 

Oi dalam penelitian ini dilakukan analisis efektivitas 
beberapa aditif terhadap protease B. stearothermophillus, 
B. subtilis dan B. licheniformis yang ditumbuhkan pada 
limbah cair tahu. 
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METODOLOGI 

Bahan 
Kultur Bacillus sp. (B. stearothermophillus, B. subtilis 

dan B. lichelliformis) yang didapat dari Balai Penelitian 
Veteriner, Kotamadya Bogor, dipelihara dan diperba­
nyak pada medium nutrien agar. Bahan kimia untuk 
fennentasi, analisis protease dan perbagaipercobaan pe­
nyimpanan (Sigma, BOH, Merck) diperoleh dari penya­
lur setempat. Limbah cair tahu diperoleh darj pabrik 
tahu di Cibanteng, Bogor. 

Metode 

Pmyiapan inolculum dan proJuksi protease 
Satu tabung biakan stok ditambah dengan 5 ml air 

steril, ~ituang ke dalam 50 ml Iimbah cair tahu steril, 
kemudian diinkubasikan pada suhu 37"C selama 24 
jam. Inokulum yang diperoleh digunakan untuk pro­
duksi protease .. 

500 - 1000 ml 
Iimbah cair tahu 

l 4 pH dibuat merijadi 7 

Sterilisasi 
121 C, 30 menit 

+ 50 ml inokulum (10%) + 
suplementasi ·nutrien 
(ampas tapioka 8% untuk 

+-- B. stearothennophillus dan 
B. subtilis dan glukosa 2% 
untuk B. Iichenifonnis) 

Inkubasi 
37 C, 24 jam 

~ 
.. Pemanenan 

(sentrifusi 350 rpm, 
25 menit) 

~ 
Analisis aktivitas protease 

(Bergmeyer, 1983) 

Satu unit Internasional enzim setara dengan 
1 mikromol tirosin yang dihasilkan per menit 

Gambar 1. Diagram alir produksi protease Bacillus sp. 
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Pengamh aditi! tmuulap IcesUlbilan protease 
Bacillus sp. 

Pengaruh penggunaan sorbitol (0,1%, 1%), logam 
Co, Mn, Ca (garam klorida pada 2 mM) gliserol (0,1%) 
dan amonium sulfat (20.70%) terhadap aktivitas pro­
tease yang dihasilkan dan kestabilannya selama penyirn. 
panan dianalisis. Aditif ditambahkan pada awal penyim. 
panan yang dilakukan pada suhu 4-10"C. Aktivitas en· 
zim dianalisis pada selang waktu tertentu. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Stabilitas Protease Bacillus stearothennophillus 
Aktivitas filtrat protease Bacillus stearothmnophiUus 

yang dihasilkan pada awal percobaan adalah sebesar 
0,059 U/ml. Dari Gambar 2 dapat dilihat bahwa enzim 
kontrol (enzim tanpa penambahan aditif) ini, masih ter· 
lihat aktivitasnya hingga hari ke-12 (0,046 U/ml), tapi 
pada hari ke-19 sudah tidak ada aktivitasnya. Pada pe. 
narnbahan sorbitol 26,4% dan 1%, aktivitas sisanya rna· 
sih terlihat hingga hari ke-53 yaitu masing.masing 
sebesar 0,049 U/ml dan 0.035 U/ml, masing.masing se· 
besar 83% dan 59,3% dari aktivitas enzim kontrol. 
Pada Gambar 2 terlihat juga bahwa gliserol tidak effek· 
tif di dalam menjaga kestabilan enzim, bahkan bersifat 
agak sedikit destruktif. . 

Sorbitol termasuk golongan polihidroksi alkohol 
yang dapat melakukan interaksi hidrogen dengan mole· 
kul air lingkungan sehingga penambahannya sampai 
konsentrasi tertentu ke dalam filtrat enzim yang struk· 
turnya masih "fleksibel" kemungkinan meningkatkan in· 
teraksi hidrofobik di dalam molekul enzim yang ber· 
akibat pada lebih kompaknya molekul enzim dan kare­
nanya bersifat lebih tahan selama penyimpanan. Wa­
laupun gliserol dilaporkan efektif di dalam memper­
tahankan aktivitas beberapa enzim (Mosan dan Com­
bess, 1984, Schwimmer, 1981), senyawa trihidroksi al­
kohol ini cenderung menurunkan aktivitas protease B. 
stearothmnophillus. 

Logam Co yang ditambahkan dalam bentuk CoCl2 
juga dapat memperpanjang masa simpan enzim hingga 
hari ke-35 , tetapi aktivitasnya telah menurun banyak 
hingga 0,01 U/nll berarti hanya 16,9% dari aktivitas en-
zim kontrol. - :-

Protease Bacillus stearothmnophilUilelah dilapQrkan 
terrnasuk protease logam (Feder dan Shuck, 19io, 
Priest, 1977), yaitu enzim yang keaktifannya tergan­
tung pada adanya logam. Berbagai logam divalen Ca, 
Co, Mn dan Zn dapat meningkatkan aktivitas protease 
B. stearothmnophillus, (percobaan sebelumnya di labora­
torium kami). Amonium sulfat merupakan senyawa ki­
mia yang umum digunakan untuk memekatkan 
(mengkonsentrasikan) filtrat enzim hasil fermentasi se­
hingga diperoleh aktivitas yang lebih tinggi (Halpern, 
1981). Setelah mengalami proses penggumpalan oleh 
70% amonium sulfat, aktivitas enzim yang dilarutkan 
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kembali di dalam buffer fosfat 0,02 M meningkat 
menjadi 0,247 U/ml. Terhadap enzim yang digum­
palkan ini, ditambahkan aditif yang sama seperti sebe­
lum mengalami proses penggumpalan. Pada Gambar 3 
dapat dilihat bahwa enzim kontrol bersifat lebih tahan 

simpan. Namun demikian penambahan aditif malah 
merusak aktivitas enzim. 

Pengaruh negatif dari aditif (termasuk sorbitol) 
yang ditambahkan pada enzim pekat ini terhadap daya 
simpan enzim, diperkirakan karena aditif yang ditam­
bahkan bereaksi dengan protein enzim yang sudah 
mempunyai konformasi yang lebih kaku setelah proses 
"salting out", oleh penambahanamonium sulfat sehingga 
menurunkan interaksi elektrostatik dian tara molekul 
protein enzim itu sendiri. Akibatnya terjadi kehilangan 
aktivitas enzim. 

Stabilitas Protease Bacillus subtilis 
Enzim kontrol (tanpa penambahan aditif) aktivitas­

nya hanya terlihat hingga hari ke-32. Penambahan adi­
tif baik sorbitol 1 %, CoC12 2mM, MnC12 2 mM, mau· 
pun amonium sulfat 20%, 30% dan 70% ternyata dapat 
memperpanjang masa simpan protease sampai' lebih 
dari dua bulan (Gambar 4 dan 5). Dengan penambahan 
sorbitol 1 %, aktivitas protease masih terlihat hingga 
hari ke-7j sebesar 38,8% dari aktivitas awalnya. Pe­
nambahan amonium sulfat juga terlihat efektif dalam 
memperpanjang masa simpan enzim. Seperti halnya 
dengan sorbitol, amonium sulfat dapat menarik mantel 
air dari lingkungan molekul enzim sehingga menimbul­
kan konformasi enzim yang lebih baku dan tidak mu­
dah membuka, atau tidak mudah rusak (Wiseman, 
1978, Schwimmer, 1981). Amonium sulfat dilaporkan 
efektif di dalam menjaga kestabilan isositrat dehidroge­
nese (Wiseman, 1978). 

Logam Co yang ditarnbahkan dalam bentuk CoC12 

mampu memperpanjang masa simpan protease hingga 
hari ke-75, walaupun aktivitasnya telah menurun hing­
ga 20,8% dibandingkan dengan aktivitas awal. Logam 
Mn yang ditarnbahkan mampu memperpanjang masa 
simpan protease. Sampai dengan hari ke-61, aktivitas­
nya masih 37,7% jika dibandingkan dengan aktivitas 
awalnya. 

Bacilus subtilis menghasilkan beberapa macam en­
zim, diantaranya protease yang termasuk dalam golon­
gan protease logam (Priest, 1977). Diduga garam 
anorganik Co dan Mn yang ditambahkan memberikan 
pengaruh positif terhadap kestabilan enzim dengan cara 
menetralkan kelebihan muatan elektrostatik yang me­
lindungi molekul enzim sehingga konformasi enzim da­
pat dipertahankan. 

Menurut Schwimmer (1981) ion Mn2+ dapat mens­
tabilkan lisozim; ion Mn2+ dan ion Cd2+ telah menda­
pat paten sebagai pelindung enzim L-arginase selama 
pemurnian dan penyirnpanan, Ion Co juga meningkat­
kan kestabilan panas glukoseisomerase. 
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Gambar 2. Pengaruh sorbitol (A) gliserol (B) dan 
CoCl2 (C) terhadap stabilitas filtrat protease 
Bacillus stearothermophilus 

Gambar 3. Pengaruh aditif terhadap stabilitas protease 
B. stearothennophilus setelah penambahan 
amonium sulfat 70% 
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Garnbar 4. Pengaruh aditif terhadap stabilitas filtrat 
protease B. subtilis 
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Garnbar 5. Pengaruh berbagai konsentrasi arno­
nium sulfat terhadap stabilitas filtrat 

protease B. subtilis 
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Garnbar 6. Pengaruh sorbitol (1 %) terhadap stabilitas 
protease B. licheniformis selarna penyim­
anan suhu 4- 10 °C (A) dan suhu kamar (B) 
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Gambar 7. Pengaruh gliserol terhadap stabilitas 
protease B. licheniformis selarna penyim­
panan suhu IOOC (A) dan suhu kamar (B) 
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Stabilitas Protease B. liehmifonnis 
Di dalam percobaan pendahuluan diperoleh hasil 

bahwa protease B. licheniformis mencapai aktivitas tinggi 
apabila ditumbuhkan pada media limbah cair tahu de­
ngan suplementasi glukosa 2%. Selanjutnya media ini 
digunakan di dalam menghasilkan filtrat protease untuk 
percobaan penyimpanan. Selama penyimpanan, aktivi­
tas protease yang dihasilkan berkisar pada 0,089 
unit/ml sampai 0,28 U/ml. Berbeda dengan filtrat pro­
tease yang dihasilkan oleh protease B. stearothmnophilus 
dan B. subtilis, protease B. lic1reniformis yang dihasilkan 
ternyata sangat stabil. Oleh karena itu untuk protease 
B. licheniformis percobaan penyimpanan dilakukan pula 
pada suhu kamar. Pada penyimpanan suhu kamar, ak­
tivitas enzim masih dapat dipertahankan sampai lebih 
dari 2 bulan penyimpanan. Kemungkinan adanya sisa 
glukosa yang juga merupakan senyawa polihidroksi al­
kohol di dalam filtrat protease turut menjaga kestabilan 
enzim selama penyimpanan selanjutnya. Pada suhu di­
ngin, enzim bersifat lebih stabil dan tahan sampai 10 
bulan penyimpanan. Serupa halnya dengan pada pro­
tease B. stearothermophillus yang sudah digumpalkan oleh 
amonium sulfat dan karenanya cukup stabil (Gambar 
3). Terhadap protease yang sudah stabil, aditif tidak 
terlalu efektif, dan setelah 30 hari penyimpanan pada 4-
10"C pengaruh logam Co, Mn dan Ca menjadi sedikit 
destruktif walaupun Mn pada awal percobaan masih se­
dikit efektif. Agaknya adanya glukosa dalam filtrat yang 
dapat menarik air, sudah membuat struktur enzim men­
jadi lebih kaku (Schwimmer, 1981). Seperti halnya 
dengan protease B. stearothermophilus apabila terhadap 
struktur tersebut ini ditambahkan lagi senyawa yang da­
pat menganggu "kekakuan" (karena meningkatkan inter­
aksi elektrostatik), pengaruhnya menjadi kurang nyata 
bahkan menjadi sedikit destruktif (Gambar 3). 

Kinetika Protease &cillus sp dan Pengaruh Aditif 
Telaah kinetika enzim dalam beberapa kasus dapat 

membantu menjelaskan mekanisme reaksi beberapa in­
hibitor dan aktivator enzim. Oleh karena ini di dalam 
percobaan ini dianalisis pengaruh aditif terhadap beb­
erapa parameter kinetika protease. Parameter Km dan 
Vmaks Bacillus subtilis dan B. stearothermophilus dihitung 

Tabel 2. Pengaruh aditif terhadap parameter kinetika 
Bacillus sp. 
Jenis aditif Km(%) Vmaks 

(IU/ml) 

Bacillus subtilis 
Kontrol 0,28 0,012 
Sorbitol 0,57 0,009 
Co 1,53 0,020 
Mn 1,55 0,028 
Amonium sulfat 30% 0,52 0,050 
Amonium sulfat 70% 0,18 0,010 

Bacillus stearothermophylus 
Kontrol 0,77 0,080 
Sorbitol 1% 0,65 0,129 
Co 0,46 0,114 

KESIMPULAN 

Sorbitol (1 %), gliserol (I %), kobalt (2 mM) dan 
amonium sulfat (20-70%) cukup efektif di dalam men­
jaga kestabilan enzim protease Bacillus stearothermophil­
Ius dan B. subtilis yang relatif kurang tahan simpan. 

Filtrat pekat B. stearothermophillus yang dihasilkan 
setelah penggumpalan oleh 70% amonium sulfat lebih 
stabil selama penyimpanan. Terhadap filtrat pekat ini, 
penambahan aditif bersifat destruktif. 

Protease B. licheniformis yang difermentasikan den­
gan menggunakan limbah carr tahu dan 2% glukosa 
sangat stabil selama penyimpanan suhu dingin. Sorbitol 
(1%) dan gliserol (1%) terlihat efektif pada penyimpa­
nan suhu kamar, dim ana enzim kurang begitu stabil. 
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