
W f l  Paelitian kl. Tebl. b ~ & s M  Vol m1I No. 2 fi 1997 

MEMPELAJARI PENGARUH LINGKUNGAN 
KlMlAWl TERHADAP AKTlVlTAS DAN DAYA TAHAN 

PANAS PROTEASE DARl Bacillus pumilus Y 1 

(STUDY ON THE EFFECTS OF CHEMICAL 
ENVIRONMENTS TOWARD STABILITY AND ACTIVITY 
OF PROTEASE FROM Bacillus pumillus Y1) 

Budlatman Satlawihardjal), Maggy T. Suhartono') dan 
Agus Kusdlnafl 

ABSTRACT 

Rotemeo fnnn M l k r r  p u m l l l ~  W prpduced In the medium of IlquM tofu waste an- 
rkhd  wfth 6% nkkn mllk, had aptlmum COndMma at pH 8, femperrtum of 37°C and send- 
Uf to PMSF and EDTA. 

The pfw8e activty can be Incmamd wlth Owltion chemhI&, namdy NaCI 2 mM 
(0.373 Wml or 117.11%), CoCI, 6 mM (0.412 M n l  or 131.46 %), Tween 6% (0.676 Wml or 
lW7.69%), hul8nd lS% (0.373 U/ml or 160.34 %), and .oWtd lS% @,M9 U/ml or 720.24 
96). mrr, the eWlaIm of dhase chamka& of lncubrdkn tutnpwstllm 5s0c, protaese activty 
wustMdetectedunUl60mInufes. Exceptionoccurredwfth themfdIlonof Tween 6%In 
whkh pvtue .cbMly wan obsarvrd a m  60 mlnuhs Imdmdlon (0.051 U/ml, wfmws 
atdhetncukthm lPmpanturoof900C~p~acl ivHywasdstectedunUl60mkwrhs 
( W l l  Wm9. Wldh the a m t d  at Incubetion temperotum of 56°C and 90% aclivify 
was sUU detected a m  40 and 30 mlnufes krcubation. 

PENDAHULUAN 

Pmtease mikroba mempakan enzim ko- 
menrial yang dapat mengkatalisis hidrolisis 
pemecahan protein. Peranan protease baik un- 
tuk industri pangan maupan non pangan te- 
lah banyak dirasakan dan terus dikem- 
bangkan.Bila dibandingkan dengan protease- 
protease yang dihasilkan dari hewan dan tu- 
buhan, pmtese mikroba mempunyai banyak 
kelebihan. Kelebihan tersebut diantaranya: 
dapat dipmduksi dalarn jumlah besar, pm- 
duktivitasnya dapat ditingkatkan (Standbury 
dan Whitsker, 1984), mutunya lebih seragam 
dan harganya murah karena m h b a  dapat 
tumbuh pada media yang disusun dari lim- 
bah pertanian. 
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%h satu mikroba penghasil protease 
adalah Bacillus pumilus Y1 yang telah diisolasi 
dari limbah cair tahu dan telah dilakukan 
pencirian dengan bantuan Pulsed Field Gel 
E l e ~ h m s i s  oleh Likumahwa (1993). Priest 
(1997) menyatakmi bahwa pada umumnya 
protease dari Bacillus terdiri dari enzim serin, 
metal dan enzim hibrid dengan karakteristik 
gabungan antara protease metal dan serin. 
Pmtease disebut protease serin bila pada sisi 
aktfnya terdapat asam amino serin d m  pro- 
tese metal keaktifannya tergantung pada keb- 
eradaan logamnya (Morihara, 1974). Yamato 
(1975) menambahkan bahwa EDTA (Ethylene 
Diamine Tetraacetic Acid) mempakan ee- 
nyawa penghambat bagi en- golongan pro- 
tease logam. Selain EDTA juga Hg, sianida, 
dan Pb merupakan penghambat aktivitas pro- 
tease logam. 

Aktivitas enzim berhubungan langsung 
dengan perubahan struktur tertier dari dari 
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molekul protein enzim. Pada keadaan suhu, 
pH, dan konsetrasi ion normal, struktur ter- 
tier protein distabllkan oleh empat jenis inter- 
aksi. lnteraksi tersebut adalah ikatan hidro- 
gen, gaya tarik ionik, dan pmbatan kovalen 
(Mosan dan Combess , 1984). Berbagai cara 
dapat dildcukan untuk menungkatkan stabili- 
tas dan aktivitas enzim, salah satunya adalah 
pemmbahen additif. Pengaruh senyawa ad- 
ditif ini terbatas pada interaksinon kovalen 
dengan enzim atau pada sistem pelarut 
enzim. 

Schwimer (1981) menggolongkan aditif 
menjadi beberapa kelompok diantaranya se- 
nyawa hidropilik (termasuk didalamnya alko- 
hol polihidrat dan beberapa gula); larutan 
garam dan gula, ion logam, senyawa pengke- 
lat, senyawa produksi, dan antioksidan. Se- 
nyawa hidrofilik sesuai dengan sifatnya bila 
ditambahkan kedalam larutan enzim dapat 
menurunhn aktivitas air. Dengan demiluan 
mteraksi hirofobik antara residu asam amino 
non polar pada molekul protein enzim sema- 
kin kuat, sehingga struktur protein enzim le- 
bih stabil (Wiramargana, 1992). Garam dan 
gula berperan dalam mencegah denturasi en- 
zim. Daya stabilitas ion logam terhadap pro- 
tease bervariasi tergantung dari logam yang 
bersangkutan. Menurut Schwimer (1981) ion 
h4d' dapat menstabilkan lisozim dan ion Co2+ 
telah mendapat paten untuk melindungi L- 
arginolse selama pemurnian dan penyim- 
P-a 

Senyawa pangkelat dapat pula menstabil- 
kan enzim, ha1 ini disebabkan senyawa pang- 
kelat dapat mengrkat logam berat peng- 
ganggu disampmg dapat mencegah interaksi 
enzim dengan asam atau golongan -5-H 
(Schwfmer, 1981). Konformasi aktif enzim 
dtpertahankan oleh jembatan disdfida, ikatan 
disulfida ini dapat mengalami kerusakan oleh 
oksidasi. Dengan demikian mengurangi te rja- 
dinya petisffwa tetsebut perlu ditambahkan 
senyawa pereduksi dan pengoksidasi. 

Penelitian ini b e w a n  untuk mempelajari 
lingkungan kimiawi terhadap aktivitas dan 
gaya tahan panas protease dari Bacillus purnil- 
lus Y1. 

Media 
Media yang digunakan adalah media un- 

tuk perbanyakan dan pemeliharaan mikroba 
(Luria broth, Luria agar), serta media untuk 
fermentasi (Limbah Cair Tahu, dan susu 
skim). 

Bahan Kimia 
Bahan kimia yang digunakan meliputi: 

NH,OH, HCl, asam borat, boraks, kasein, 
CaAI,, tirosin, TCA, Na,CO, pereaksi fenol, 
NaCL, NaOH, glukosa; KCN, KMnO, 
Na,S,O; KCI, NaCI, LiCI, CaCI,, MgCI,, PbCI, 
AgCl CuCI,; metanol, etanol, butanol, pro- 
panol, heksanol, merkaptoetanol, gliserol, sar- 
bitol, politelien@ol; Tween, tripoliphosphat, 
SDS; PMSF beserta pelarutnya (Formamide), 
Na-EDTA,dan air laut (dari Ancol, Jakarta) 

Alat 
Alat-alat yang diperlukan untuk penelitian 

ini adalah meliputi alat-alat gelas, pembakar 
spirtus, j a m  ose, pipet tetes,kapas, alurnini- 
um foil, rak tabung reaksi, botol semprot, 
ujung pipet mikro (tip), sentrifuse Beanen 
GPR, spektrofotometer model spektmruk 20, 
inkubator goyang grant SS40-A2, stirer mag- 
netik, vortex Genie-2, lab-line 3550-1, pH me- 
ter Beckmen GPR, lemari es, oven, otoklaf, 
penjepit. 

Penyiapan kdtnr dan inokdtam 
Penyiapan kultur dilakukan dengan me- 

ngambil sebanyak satu ose bakteri dalam agar 
miring secara aseptis, lalu digores pada agar 
miring LA kemudian diinkubasi pada suhu 
37°C selama 24 jam dan disimpan sebagai kul- 
tur stok. Pembuatan inokulum dilakukan den- 
gan pengeneran kultur bakteri yang ferdapat 
dalam kultur stok dengan 5 ml air steril. Ku- 
tur stok yang sudah diencerkan tersebut di- 
masukkan kedalam 50 ml media pertumbuh- 
an yang sudah steril Wbah cair tahu yang 
di~erkaya dengan susu skim 5%), dan diinku- 
basi pada inkubator bergoyang selama 10 jam 
pada suhu 37°C dengan kecepatan putaran 
200 rpm. 

Ptodaksi protease 
METODOLOGI Media yang dugunakan untuk produksi 

pmtease pada penelitian ini limbah cair tahu 
hfikmba Y W J  d- ini adalah limbsh csir tahu (LCT) yang ditam- . 

Mikroor-me penghesil protease ymg bah dengan 5% skim d m  pH dl'uat 7. Setelah 
diguMknn dalam penelitian ini adalah Bad- media dimasukkan kedalam elenmeyer seba- 
lus pmilus Y1 yang diisolaei dari h b a h  a i r  nyak 90 ml kemudian disteriisasi Setelah din- 
tahu oleh Likumahwa (1993). gin dimasukkan inoMurn sebanya 100% 

(v/v), fermentasi dilakukan selama 12 jam. 
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Tiap dua jam sekab diamati pembahan pH tiap tquh hari sebab aktivitas enzim akan 
untuk dipertahankan sebesar 7. turun sejalan dengan waktu. 

Penmtuam euha d m  pH optimum Penentaan Suha d m  pH optimum 
Enzim yang dihasilkan dianalisa aktivitas- Penentuan suhu optmum protease Bacil- 

nya pada euhu 27, 37, 55, 65, 75, dan 90 "C. luspumilus Yl. pada penelitian ini akan dilaku- 
tertinggi memuj* suhu om-  kan dengan cara mengukur aktivitasnya pada 

mum untuk enzim Penetuan pH optimum suhu inkubasi 27,37,55,65,75,dan 90°C. Hasil 

. . d h h h n  pads suhu optimum, enzim yang yang diperoleh menqukkan bahwa suhu 
drhasllkan dianalisis dtivitasnya pada beha- 37°C merupakan suhu optimum,dengan unit 
@ pH (6,7,8,9,10,11 dan 12) dengan buffer aktivitassebesar 0,187 U/ml (Gambar la). Pe- 
universal. Kondisi pH yang memberikan ak- nentuan pH optimum dilakukan dengan 
tivitas tertinggi menuqukan pH optimum. menggunakan buffer universil. Nilai pH yang 

diujikan mulai dari pH 6 sampai 12. Gambar 
Pengarah l i . u n g a n  kimtwi l b  memperlihatkan bahwa pH 8 mempakan 

Sebagian filtrat enzim ditambah dengan pH optimum untuk dengan aktivitas yang di- 
bahan-bahan kimiawi (sebagei sampel) dan hasillcan sebesar 0,527 U/ml. 
sebagian lagi tanpa penambalan bahan kimia- Peningkatan aktivitas enzim pada pH 
wi (sebagai kontrol). Bahan kimia yang digu- yang optimum dihubungkan dengan adanya 
nakan untuk lingkungan kimiawi adalah pembahan ionisasi dalam gugus mnik en&- 
logam monovalen (NaCl, KCl, LiCl), logam enzim pada sisi aktifnya atau pada sisi lain- 
divalen ( C q  M a ,  MnCI, CaCI, dan nya yang secara tidak langsung mempe- 
ZnClJ, logam berat ( m a ,  q, dan A@), ngaruhi sisi aktif, sehingga konformasi sisi ak- 
senyawa pereduksi dan pengokeidasi (KCN, tif menjadi efektif dalarn mengrkat dan me- 
KMnOY K$20, dan NaAOJ, detergen (SDS, ngubah substrat menjadi produk. Pembahan 
TPP dan Tween), alkohol monohidrat ionisasi dapat terjadi pada gugus enzim- 
(metanol butanol propanol), alkohol polihi- substrat, yang berpengaruh pula terhadap ak- 
drat (Sorbitol gberol, merkapto-etanol dan tivitas enzim (Webb dan Dixon,1979). 
PEG), s e a  bahan kimia lain (PMSF, EDTA 
dan air laut). Kontrol digunakan sebagai Pengaxuh Logam Monovdcn 
pembanding untuk mengetahui ada atau tidak ~ o g m  yang terdiri dari NaCl, 
pengaruhnya terhadap aktivitas p ro t ee  dari KCl,dan LiCl pada kosentrasi 2 dan 10 mM. 
Bacillus pumilus Y1 Penambahan Nad 2 mM ternyata dapat me- 

ningkatka aktivitas sebesar 0,373 U/ml atau 
Pcncntolan dayatahan pvue  217,33% relatif terhadap kontrol, lebih jelas- 

Bahan kimiawi yang digunakan adalah ba- nya dapat dilihat pada Gambar 2. 
han yang palmg efektif dalam menmgkatkan 
aktivitas protease. Sebelumnya filtrat enzim Pengaxuh Logam Divden 
ditambah dengan kimiawi kemudian diinku- Ion logam berpengaruh terhadap aktivitas 
basi pada suhu 55 dan WC, 10 sampai 60 me- protease temtama protease logam. Ion-ion lo- 
nit, kemudian diuji aktivitasnya. gam yang ditambahkan dalam bentuk garam- 

Analisis aktivitas protease ditentukan ber- garam organik menumt Monsan dan 
k k n n  metode Bergmeyer (1983). Setu unit Combess (1984) dapat memberikan kestabilan 
protease dinyatakan sebagai sebagai satu enzim dengan care menetralkan muatan elek- 
umol yang dkbaskan per menit (aktivitas ab- trostatik yang melindungi molekul enzim se- 
soht). Aktivitas relatif adalah aktivibs hasil hingga konformasi dapat dipertahankan. 
perlakuan dibandingkan terhadap kontrol Seperti tampak pada Gambar 3 semua logam 
yang dinyatakan sebagai 100%. divalen yang ditambahkan mempunyai kecen- 

derungan untuk menaikan aktivitas protease. 
Penambahan CoCl, pada kosentrasi 6 mM 

HASlL DAN PEMBAHASAN menghasilkan aktivitaa tertinggi yaitu sebesar 
0,412 U/ml atau 231,46% relatif terhadap kon- 

Filtrat enzim yang diperoleh sebagian un- trol. Dengan demikian protease dari Bacillus 
tuk analiea dan sebagian lagi disimpan pada pumilus Y1 membutuhkan ion CoZ' untuk me- 
refrigerator (suhu 2-4°C) sebagai cadangan. ningkatkan aktivitasnya. 
Enzim yang digunakan untuk analisa diganti 

49 
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. . 

Suhu 'C 
(a) 

Gambar 1. Penentuan suhu optimum (a) 
pmteaseBacillus pumilus YI 

dan 
(b) 

pH optimum (b) bap aktivitas 

(a) (b) 
Gambar 2. Pengaruh logam monovalen terhadap aktivitas protease Bacillus pumilus Y1, 

a: aktivitas absolut, b: aktivitas relatif 

Gambar 3. Pengaruh logam divalen terhadap aktivitas protease dariBacillus pumilus Y1, 
a: aktivitas absolut, b: aktivitas relatif 
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Gambar 4. Pengaruh logam berat terhadap aktivitas pmtease dariBacillus pumilus Y1, 
a: aktivitas absolut, b: aktivitas Atif. 

Gambar 5. Pengafuh senyawa pereduksi dan pengoksidasi terhadap aktivitas protease dari 
Bacillus pumillus Y1, a: aktivitas absolut, b: aktivitas Felatif 

Pengiuuh Logam Berat 
Enzim merupakan sebuah protein dimana 

aktivitae biologienya sebagian besar dapat di- 
rusak oleh pemberian asam atau basa mineral 
kuat,panas,urea,da guanidm, serta dapat di- 
rusak pula oleh logam berat (pb,Hg;dan Ag) 
atau pelarut organ& pada atau diatas suhu 
kamar (Harper 1983). Pengaruh logam berat 
terhadap aktivitas enzim protease darillacillus 
pumilus YI dapat dilihat pada Gambar 4. 

Kekuatan penghambatan untuk setiap lo- 
gam berat berbeda-beda, hingga saat saat ini 
belum dapat dijelaskan eecara stoikiometri. 
K e k e c u h  adalah pada logam Pb2+ dengan 
kosentrasi rendah (2 mM) aktivitas yang diha- 
silkan meningkat %,9% lebih dari kontml, se- 
dangkan pada kosentrasi tinggi (6 mM) 

mempunyai efek penghambatan pula pada 
Gambar 4 terlihat kontrolnya ada dua, karena 
pengujian untuk pengaruh ion Cu2+ dilakukan 
pada hari yang berbeda (kontrol pertama un- 
tuk Cuq.kontro1 kedua A@ dan PbCI). 

Penguuh Senyawa Pexedukai d m  Peng- 
okeidmi 

Pada penelitian ini juga diteliti pengaruh 
senyawa pereduksi dan pengoksidasi terha- 
dap aktivitas proteaee dari Bacillus pumilus 
YI. Senyawa kimia yang temasuk golongan 
ini dan d i g u n h  selama penelitian adalah 
KCN dan KMnO, pada 2 dan 6mM, sedang- 
kan K$202 dan Na$20, pada komtras i  1 
dan 5 mM. Sebagai perbandmgan digunakan 
enzim tanpa penambahan bahan kimiawi 
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Gambar 6. Pengaruh detergen terhadap aktivitas protease dari Bacillus pumilu YI, 
a:aktivitas absolut, b: aktivitas relatif 

(kontrol) dengan aktivitas sebesar 0.122U/ml. Kontrol ada dua, ha1 ini terjadi karena 
Hasil percobaan dapat dilihat pada gambar 5. pengujian tehadap pengaruh TPP dilakukaan 

s w i m m e r  (1981) menyatakan bahwa so- pada hari yang berbeda. Kontrol pertama un- 
dium bisulfit akan mencegah autoksidasi yang tuk SDS dan Tween sedangkan kontrol kedua 
dapat membentuk spesies oksogen yang rela- untuk TPP. Aktivitas tertinge dipengardu 
tif sehingga merusak enzim. Pada enzim dehi- oleh enzim yang ditambah Tween 5% (0,576 
drogenase, antioksidan dapat mensubtitusi U/ml) atau sekitar 1107,69% relatif terhadap 
akseptor elektron seperti ferisianida untuk ok- kontrol. Akan tetapi penambahan pada 
sigen. Hal ini akan meningkatkan stabilitas in Tween pada konsentrasi I % menghasilkan ak- 
vivo enzim tersebut. Penambahan KCN pada tivitas yang rendah, dengan demikian Tween 
k o m t r a s i  2mM terhadap larutan enzim pro- yang digunakm efektif dalam meningkatkan 
tease aktivitasnya menjadi 0,112 U/ml aktivitas enzim protease pada konsentrasi 
(GambaR), Te rjadi penurunan aktivitas sebe- yang cukup tingg. 
sar 8,203 dari kontrol. Sqalan dengan kenai- 
kan konsetrasi KCN yaitu pada 6 mM PengvphGolonganAlkohol 
aktivitas enzim benar-benar terhambat. Seper- Senyawa hdrofillk akan mempengaruhi 
ti terlihat pada gambar 5 penambahan KMnO, interaksi hidropobik antara residu asam ami- 
pads kosentrasi 6mM dapat meningkatkan no non polar. Alkohol dengan berat molekul 
akti* protease sebesar 703%. pula yang rendah telah menghasilkan paten untuk 
penambahan K2S20, pada kosentrasi 5mM menstabilkan papain (Schwimer, 1981). Sesuai 
efektif d a h  meningkatkan aktivitas protease dengan sifatnya apabila senyawa hidrifilik ini 
dari Bacillus pumilus YI akan tetapi tidak efek- ditambahkan kedalam larutan e m  akan 
tif pada kosentrasi rendah (ImM). Pengaruh akan meningkatkan interaksi hidropobik dian- 
penambahan K2S205 pada kosentrasi 5mM da- tara molekul protein enzim sehingga dapat 
pat meningkatkan aktivitas meyadi 0,139 meningkatkan kestabilan enzim. Pada peneli- 
U/ml atau sekitar 13,9% lebih tinggi dari kon- tian ini digunakan kedua jenis senyawa alko- 
trol. senyawa N+S2O5 ImM juga efektif dalarn hol yaitu senyawa alkohol yang termasuk 
meningkatkan aktivitas enzim protease, ak- golongan monohidrat dan golongan allcohol 
tivitas protease yang dihasilkan sebesar 0,206 polihidrat. 
U/ml lebih tinggi 68,8% dari kontrol. Alkohol mohidrat yang digunakan adalah 

metanol, etanol, butanol, p ropad,  dan hek- 
Penpula Golongan Detergen sanol masing-masing pada konsentrasi 10 den . 

Bahan-bahan detergen yang digunakan 15%. Seperti terlihat pada gambar 7 penamba- 
pada penelitian ini SDS konsentrasi 2 dan 6 han metanol, butanol dan propanol pada kon- 
mM, serta Na-Tripoliphosphat (TPP) dan sentrasi 15% efektif untuk meningkatkan 
Tween ~ a d a  konsentrasi 1 dan 5 %. Hasil aktivitas protease dari Bacillus pumilus YI. Ak- 
penelitian dapat dilihat pada gambar 6. tivitas protease yang dihasilkan masing- 
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masing sebesar 0,306 U/ml, 0,373 U/ml, dan 
0,359 U/ml. Dengan demikian butanol 15% 
dapat meningkatkan aktivitas protease ter- 
tinggi yaitu sebesar 250,34% relatif terhadap 
kontrol. Akan tetapi penambahan heksanol ti- 
dak efektif bahkan menghambat aktivitas 
protease. 

Alkohol polihidrat yang sering digunakan 
sebagai penstabil enzim adalah sarbitol, man- 
itol, xilitol, dan eritriol (Lindsay, 1976). Golon- 
gan alkohol polhidrant yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah sarbitol, gltserol 
pada konsentrasi 10 dan 15%, merkapto- 
metanol pada konsentrasi 1 dan 5% sedang- 
kan polietylen @ol (PGE) pada konsentrasi 2 
dan 6 mM, Pengaruh golongan alkohol p o h -  
drat terhadap aktivitas protease dari Bacillus 
pumilus Y l  dapat dilihat pada Gambar 8. Pe- 
nambahan sarbitol pada konsentrasi 15% da- 
pat meningkatkan aktivitas protease dari 
Bacillus purnilus Y1 paling besar dibanding 
yang lain yaitu sebesar 0,689 Ulml, atau sebe- 
sar 820,24% relahf terhadap kontrol. 

Pengmh lingkrurgan Kimiawi Lainnya 
Yang dimaksud bahan kimiawi lainnya 

pada penelitian ini adalah PMSSF (Phenyl 
Methyl Sulphonyl Fluoroide) pada konsentra- 
si 1 dan 5 mM, sodium EDTA (2,4 dan 6 mM) 
dan air hut  yang diambil dari laut diancol Ja- 
karta. PMSF merupakan senyawa kimia yang 
bersifat inhibitor spesifik terhadap protease 
golongan serin yang memerlukan penanganan 
yang hati-hati karena bersifat racun. PMSF 
yang akan dilarutkan terlebih da- 
hulu dalam larutan formamid, dalam hal ini 
formamide bemifat sebagai pelarut dan pen- 
gencer sebab PMSF tidak larut dalam air. Se- 
dangkan sodium EDTA memupakn contoh 
senyawa yang dapat mengelap logam. Menu- 
rut Aunstrup (1979), EDTA (Ethylene Dia- 
mine Tetraacetic Acid) merupakan senyawa 
pengahabat bagi enzim golongan protease 
logam. 

Pengaruh PMSF, EDTA dan air larut ter- 
hadap aktivitas protease dapat dllihat pada 
Gambar 9. Penambahan PMSF pada konsentr- 
si ImM aktivitas proteasenyaturun menjadi 
0,144 U/ml padahal aktivitas kontrol sebesar 
0,207 U/ml. Dengan demikian konsentrasi 
ImM PMSF aktivitas protease dari Bacillus pu- 
milus Y1 hilang sebesar 30,44% , bahkan pe- 
nambahan PMSF pada konsentrasi 5 mM 
aktivitas proteasenya sudah tidak ada. 

Selain PMSF sebagai lnhibitor spesifik 
yang digunakan dalam penelitian ini juga di- 
gunakan bahan kimiawi spesifik lainnya yaitu 

EDTA pada konsentrasi 2,4 dan 6 mM. DAri 
hasil penelitian ini ternyata kenalkkan konsen- 
trasi EDTA yang ditambahkan aktivitas pro- 
tease yang d i h a s i h  semakin turun, pada 
konsentrasi EDTA 2,4 dan 6 mM berturut- 
turut akivitas protease yang dlhasilkan sebe- 
sar 0,103, 0,034 dan 0,007 U/ml, atau aktivitas 
sisanya sebesar 49,8,20,77 dan 3,4%. Hasil ter- 
sebut dapat memperkuat dugaan bahwa en- 
zim protease ini membutuhkan ion logam 
untuk aktivitasnya. Begitu pula penambahan 
air laut pada filtrat enzim tidak efektif bahkan 
menghambat aktivitas protease dari Bacillus 
purnilus Y1. 

Daya Tahan Panae Pmtease 
Penentuan daya tahan panas protease dila- 

kukan dengan cara inkubasi pada suhu 55°C 
dan 90°C selam 60 menit dan pada tiap-tiap 
10 menit dilakukan pengujian aktivitas. Sebe- 
lumnya enzirn diuji daya tahan panasnya di- 
tambahkan bahan kimiawi yang memberikan 
aktivitas tertingg (NaCI 2mM, CoCL, 6 mM, 
butanol dan sarbitol 15%, serta Tween 5%). 
Pengaruh bahan-bahan kimia tersebut terha- 
dap daya tahan protease pada suhu 55°C ter- 
tera pada Gambar 10. 

Ketahan panas dinyatakan sebagai waktu 
inkubasi (menit) pada suhu tertentu untuk 
tersisa 50% dae  aktivitas kontrol (tanpa perla- 
kuan, pada lnkubasi 10 menit) pada suhu 
yang sama. Garis dengan anak panah menun- 
jukkan cara membaca ketahanan panans pro- 
tease dan berlaku untuk gambar-gambar yang 
lainnya. Ketahanan panas protease dari bacil- 
lus pumilus Y1 pada suhu 55°C tertinggi dica- 
pai setelah filtrat enzim ditabah CoCl, 6mM 
(tahan selama 43 menit) dan Tween 5% (tahan 
selam 48 menit), sedangkan kontrol paling ta- 
han rata-rata selam 20 menit, 

Pada suhu 90°C protease yang d i j a d h  
kontrol, hanya tahan panas selama 18 menit 
sedangkan protease yang sudah ditambah 
dengan Tween 5%, aktivitasnya protease ta- 
han sampai menit ke-28. Penambahan Tween 
pada konsentrasi 5% pada suhu 90°C sampai 
menit ke-50 mash memeperhhatkan adanya 
aktivitasnya, sedangkan kontrol hanya terlihat 
sampai menit ke-30. 

Aktivitas protease dari Bacillus purnilus Y1 
yang diproduksi pada media limbah cair tahu 
dan diperkaya dengan susu slum 5%, opti- 
mum pada suhu 37°C dan pH sekitar 8. Ak- 
tivitas proteasenya hilang setelah penam- 
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bahan PMSF 5 mM dan air hut, sedangkan 
peMnbahan EDTA pada konsentrasi 2,4 dan 6 
mM menghaeilkan penganth penghambatan 
yang semakin nyata dengan meningkatkan 
koltelPntr68i 

Penambahan bahan kimia yang dapat me- 
ningkatkan aktivitm dengan hasil tertingp 
adalah NaCl2 mM (0,373 U/ml), CoCl, 6mM 
(0,412 U/ml), PbCI, 2mM (0,322 U/ml) 
KMn04 6 mM (0,208 U/ml), Tween 5% (0,576 
U/ml), butanol15X (0,373 U/ml) dan sarbitol 
15% (0,689 U/ml). Dengan demikian penam- 
bahan bahan-bahan kimiawi tersebut dapat 
meningkatkan aktivitas masing-masing sebe- 
sar 117,131, %,6,70,5,1007,150dan 720%. 

Secara mum penambahan logam berat 
dapat merunkan aktivitas protease kecuah 
pada penambahan PbCr, pada konsentrasi 
2mM aktivitas enzim yang dihasilkan lebih 
tinggi daripada enzim konbl .  Lain halnya 
penambahan golongan alkohol monohidrat 
dan golongan polihidrat secara mum dapat 
meningkatkan aktivitas protease. Golongan 
alkohol monohidrat yang yang memberikan 
aktivitm paling tinggi adalah butanol15%, se- 
dangkan dengan golongan alkohol polihidrat 
aktivitas paling tinggi diperoleh setelah filtrat 
enzirn ditambah degan sarbitol 15%.Akan te- 
tapi ada pula yang dapat merighambat aktivi- 
tas protease seperti penambahan heksanol 
dan merkaptoetanol. 

Daya tahan panas tertinggi (pada suhu 
55°C) setelah Filtrat enzim cGtambahkan den- 
gan CoCI, 6mM (tahan selama 35 menit) dan 
Tween 5% (tahan selama 48 menit). Penamba- 
han Tween 5% terhadap filtrat enzim, pada 
suhu inkubasi selama 90°C daya tahan panas- 
nya sampai 28 menit dan aktivitas protease- 
nya masih terlihat sampai pada menit ke-50. 
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