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Industri penyamakan kulit merupakan industri yang menyediakan kulit.
Penyamakan kulit dilakukan dalam tahapan-tahapan, namun beberapa tahapan
berdampak buruk atau negatif terhadap lingkungan. Tahap /iming atau pengapuran
dan baring atau pelunakan paling mengkontribusikan polusi terbanyak. Polusi yang
dihasilkan berupa natrium disulfide (Na,S) yang menyebabkan bau tidak enak
(Brady et al., 1990), menimbulkan korosi, menycbabkan kenaikan nilai kandungan
BOD (Biochemical Oxygen Demand) dan COD (Chemical Oxygen Demand) serta
atau dan berdampak negatif terhadap kesehatan para pekerja Masalah ini dapat
diatasi dengan mengurangi pemakaian dari Na,S atau mensubstitusi dengan protease.

Tujuan dari penelitian ini adalah mempelajari karakter dari protease yang
dihasilkan dan Bacillus megaterium DSM 319. Karakterisasi dilakukan terhadap
protease tersebut untuk memudahkan penggunaannya sebagai perontok rambut atau
bulu pada industri penyamakan kulit. Karakter yang diamati adalah suhu dan pH
optimum dari aktivitas protease, jenis protease yang ditentukan melalui aktivitasnya
terhadap keberadaan penghambat atau inhibitor protease, aktivitas protease terhadap
beberapa protein, perkiraan berat molekul protease dan aplikasi protsase pada kulit.
Protease ini diharapkan dapat memenuhi kebutuhan protease dalam negeri.

Protease Bacillus megaterium DSM 319 yang dikarakterisasi, diproduksi dalam
media lokal, molases. Aktivitas protease diamati dengan metode Walter yang
dimodifikasi (Wahyuntari, 2001), sedangkan kadar protein protease diukur dengan
metode Bradford (1976). Jenis protease diketahui dengan menguji protease dengan
senyawa penghambat protease logam, EDTA dan senyawa penghambat protease
serina dan sistein, PMSI?, kemudian pengujian terhadap ion-ion divalen.

Pengujian substrat protein dilakukan untuk mengetahui jenis protein yang dapat
dihidrolisis oleh protease Bacillus megaterium DSM 319 yang ditentukan dengan
melakukan running protein yang belum dan telah direaksikan oleb protease Bacillus
megaterium DSM 319 pada SDS PAGE (Bollag dan Edelstein, 1991). Perkiraan
berat molekul protease ini dilakukan dengan metode zimogram (Freidrich dan
Antranikian, 1996) dengan substrat kasein.

Protease Bacillus megaterium DSM 319 mempunyai aktivitas optimum pada
suhu 30 °C (dengan kisaraa 30-45 °C) dan pH 8 (dengan kisaran pH 6-8). Aktivitas
protease dihambat secara keseluruhan oleh EDTA dan sebagian oleh PMSF.
Aktivitas protease meningkat dengan adanya ion Ca**.  Protein-protein yang
terhidrolisis adalah kasein, kolagen, albumin (BSA), hemoglobin dan gelatin. Berat
molekul dari protease Bacillus megaterium DSM 319 diperkirakan sebesar 67,31 kD.

Kataskunci: Protease, Bacillus megaterium DSM 319, pelepas bulu, karakterisasi.




SUMMARY
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ILeather tanning industry is an industry which provides leather. Leather tanning
was-donc in stages, however some stages had a negative impact to the enviroment.
Liming and bating stages mostly contributes polutions. Polutions, which produced
are sodium disulfide (Na;S), they responsible for bad odor (Brady er ai.,1990),
corrosion, increased the value of BOD (Biochemical Oxygen Demand) and COD
(Chemical Oxygen Demand), had a negative impact to the worker. These problems
could be solved by reducing the use of Na,S or substituted with proteases.

The aim of this experiment is to study the character of proteases which produced
from Bacillus megaterium DSM 319. Protease characterization was held to made
easy application as a depilation agent in leather tanning industry. Character, which
had becn observered were temperature and pll for optimal activity, proteases
classificd by reacted the protease with proteases inhibitor, proteases activity to
several protein, estimated proteases molecular weight dan protease to leather
application. This proteases were expected to provide local country demand.

Bacillus megaterium DSM 319 proteases were produced in local media,
molases. Proteases activities were held by Modified Walter Method (Budiasih
Wahyuntari, 2001), whereas protein quantities was measured by Bradford method
(1976). Proteases type had been recognised by tested proteases with metalloprotease
inhibitor, EDTA and serine and cystein, PMSI it preceeded with divalen ions
reaction.

Protein test were done to find hydrolised protein by Bacillus megaterium DSM
319 proteases. The test were done by running protein and protein which were
hydrolised with Bacillus megaterium DSM 319 protcases in SDS PAGE. SDS
PAGE using Bollag and Edelstein (1991). Protease molecular weight estimated
through zimogram method. Bacillus megaterium DSM 319 proteases with casein as
subtrate.

Bacillus megaterium DSM 319 proteases had optimum activities at 30 °C dan
pH 8. proteases activities are total inhibited by EDTA but, slightly inhibited by
PMSF. Proteases activities were activated by ion Ca®*. Hydrolised protein were
casein, collagen,albumine (BSA), haemoglobin and gelatin. Molecular weight of
proteases Bacillus megaterium DSM 319 was 67,31 kD.

Keywords: Protease, Bacillus megaterium DSM 319, depilation agent,
Characterization
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PENDAHULUAN

Latar Belakang

Industri penyamakan kulit adalah industri yang membuat kulit mentah menjadi
kulit;samak yang lebih awet dan tahan lama, sehingga mudah untuk penggunaannya
sebagal bahan sandang. Industri ini bergerak dalam pemenuvhan kebutuhan
masyarakat akan bahan kulit. Penyamakan adalah usaha untuk membuat kulit seperti
keadaan aslinya yaitu dalim keadaan hidup.  Kulit yang dihasilkan beragam
bentuknya sesuai dengan kebutuhan dan tujuan akhir dari industri pengolahan kulit.
Kulit yang dihasilkan dapat dengan atau tanpa rambut. Pada industri jaket kulit, kulit
diharapkan tanpa rambut sama sekali, sebaliknya pada industri selendang rambut,
rambut pada kulit tetap dipertahankan.

Proses pelepasan rambut lebih dikenal sebagai /iming atau proses pengapuran,
proses ini menggunakan natrium disulfida (Na,S) dan Ca(OH),. Karyadi et al.
(1996) menyatakan kalau unhairing atau proses pelepasan rambut dan l/iming adalah
salah satu tahapan proses yang menyebabkan pencemaran lingkungan. Limbah yang
dihasilkan dalam bentuk padat berupa hancuran-hancuran rambut, sedangkan limbah
cair mengandung sulfida serta bubuk kapur. Limbah sulfida ini mervpakan zat
beracun disertai bau yang tidak menyenangkan, terlebih pada tabap pembuangan
menimbulkan korosi dan akumulasinya dapat menyebabkan gas beracun (Malathi
dan Chakraborty, 1991). Salah satu alternatif yang dapat disarankan untuk
menghindari dihasilkannya limbah sulfida, pada proses tersebut (/iming dan
unhairing) dilakukan secara enzimatis. Enzim merupakan salah satu agensia dengan
nilai polusi yang lebih rendah, dan biasanya digunakan protease.

Protease merupakan satu dari tiga jenis enzim yang diperdagangkan pada tingkat
dunia dengan dominasi sebesar 60% (Rao ef al., 1998), dan sedikitnya 50% enzim ini
digunakan sebagai bahan pembantu industri (Puvanakrishnan dan Dhar, 1988).
Protease dapat diproduksi dari hewan, tumbuhan, mikroba dan serangga tertentu
(Anwar dan Saleemuddin, 1998).

Penerapan enzim ini pada industri penyamakan kulit, telah lama dilakukan,
terutaima dalam baring atau proses pelunakan, menggunakan =nzim yang berasal dari

pankreas sapi, domba atau babi (Stanley, 1994). Penelitian awal penggunaan pada




proses pelunakan kulit dilakukan oleh R6hm pada tahun 1910 (Puvanakrishnan dan
Dhar, 1988). Keuntungan protease pada hasil akhir kulit yaitu kekuatan daya tarik
yang baik, stitch tear strengrh atau kekuatan robek jahitan, kelenturan dan daya ulur
yang baik. Selain itu, rambut dilepaskan dalam keadaan utuh sehingga dapat
digunakan untuk keperluan l:xin (Malathi dan Chakraborty, 1991).

Protease yang banyak digunakan saat ini mempunyai nmerek dagang oropon,
tetapi bahan ini masih diimpor. Permintaan pasar akan kulit yang semakin
meningkat membuat kebutuhan enzim menjadi tinggi pula, sehingga pengeluaran
negara untuk mendapatkannya menjadi besar. Cara mengatasi masalah ini adalah
dengan cara memproduksi enzim secara lokal.

Waltam (1997) telah berhasil memproduksi protease mikrobial dengan
menggunakan bakteri Bacillus megaterium DSM 319 dalam optimasi media lokal,
seperti molases, namun belum mendapatkan karakter dari protease tersebut. Oleh
karena itu, karakterisasi protease Bacillus megaterium DSM 319 sebégai agensia
pelepas rambut pada proses penyamakan kulit sangat menarik untuk dipelajari, untuk

ifu penelitian ini dilakukan.

Tujuan Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk mempelajari karakter dari protease yang
dihasilkan Bacillus megaterium DSM 319, sehingga akan memudahkan
penggunaannya sebagai agensia dalam pengolahan kulit, serta dapat digunakan
secara maksimal. Karakter yang diamati adalah suhu dan pH optimal aktivitas
enzim, jenis protease, aktivitas protease terhadap beberapa protein dan perkiraan

berat molekul dari enzim.

Manfaat

Penelitian ini diharapkan terutama dapat memberikan informasi tentang karakter
protease, yang dihasilkan oleh Bacillus megaterium DSM 319 sehingga dapat
memudahkan penggunaannya. Selanjutnya, protease yang berasal dari Bacillus
megaterium DSM 319 aiharapkan dapat menggantikan protease impor yang masih
banyak digunakan oleh industri penyamakan kulit, karena produksi protease dengan
miedia lokal akan menurunkan biaya produksinya dan harga jual enzim menjadi lebih

murah.




TINJAUAN PUSTAKA

Enzim

Enzim adalah suatu protein yang bertindak sebagai katalisator reaksi biologis
atau disebut juga sebagai biokatalisator (Muchtadi ef al., 1992). Suatu katalisator
akan mempercepat suatu reaksi kimia. Enzim adalah sebuah katalisator reaksi kimia
yang spesifik terhadap substrat tertentu untuk menghasilkan suatu produk atau
produk-produk tertentu (Hudiyono, 1998).

Lehninger (1982) menyatakan bahwa enzim merupakan unit fungsional dalam
metabolisme sel. Enzim bekerja secara berurutan dan teratur, mengkatalisis ratusan
reaksi secara bertahap. Reaksi-reaksi tersebut meliputi penguraian molekul nutrien,
menyimpan dan mengubah energi kimiawi serta membuat makro molekul sel dari
prekursor sederhana. Pada dasarnya, semua reaksi biokimia tubuh dikatalis olen
enzim (Rodwell, 1981).
~ Enzim pada awalnya dimanfaatkan hanya untuk membuat produ'yk-produk
pangan seperti pembuatan arak dari nira, asinan dari kol cina, keju, tape singkong,
ketan, roti, kue ape dan brein. Para gembala membawa susu pada penampung yang
berasal dari lambung anak sapi sehingga terbentuk dadih atau keju. Kegiatan-
kegiatan ini hanya dilakukan dalam skala rumah, atau industri kecil. Pemanfaatan
enzim pada skala industri baru dilakukan pada tahun 1960-an, sejak itu ilmu enzim
berkembang secara pesat (Winarno, 1995).

Saat ini, protease merhpakan enzim yang paling penting dan memiliki nilai
ekonomi yang tinggi. Perdagangan protease merupakan satu dari tiga kelompok
besar enzim industri. Tiga kelompok besar enzim industri adalah protease, amilase
dan lipase. Penjualan protease mencapai 60% dari total penjualan enzim dunia (Rao
et al., 1998). Beberapa protzcase seperti rennet, yang disebut juga kimosin, diperoleh
dari perut keempat sapi yang belum disapih untuk memproduksi keju.

Protease dimanfaatkan untuk pengolahan seperti dalam industri susu, pembuatan
roti, industri pengolahan kedelai, penghilangan rasa pahit dari hasil hidrolisa protein
dan untuk pembuatan pemanis buatan rendah kalori,  Selain itu, protease juga
digunakan pada industri deterjen dan pada bidang xesehatan serta industri kulit,

sebagai agensia untuk melepaskan rambut (Rao et al., 1998).




Protease tumbuhan, yaﬁg berasal dari buah pepaya (Carica papaya) dikenal
sebagai papain, bromelin berasal dari buah nenas dan fisin berasal dari tumbuhan
spesies Ficus sp.(Suhartono, 1992). Protease yang berasal dari hewan adalah tripsin,
kimotripsin, pepsin dan renin. Mikroorganisme dapat pula menghasilkan protease,
yang umumnya berasal dari bakteri, umumnya, berupa protease netral dan alkali
yang dihasilkan dari genus Bacillus sp., serta dari kapang seperti Aspergillus oryzae
(Rao et al., 1998).

Klasifikasi Protease

Secara urﬁum, protease diklasifikasikan atas proteinase dan peptidase.
Proteinase mengkatalis hidrolisis molekul protein menjadi fragmen-fragmen besar,
sedangkan peptidase mengkatalis hidrolisis fragmen pclipeptida menjadi asam amino
(Muchtadi et al.,1992 dan Suhartono, 1992).

Klasifikasi protease menurut Nomenclatur Commitiee of The International
Union of Biochemistry and Molecular Biology dimasukkan ke dalam kelompok 3
(hidrolase) dengan subkelompok 4 (khusus enzim yang bekerja pada ikatan peptida).
(Suhartono, 1992). Walau demikian, protease tidak dengan mudah dikelompokkan
kedalam sistem tata nama enzim karena cara kerja dan strukturnya yang beragam.
Protease, berdasarkan letak pemecahan ikatan peptida, dibagi menjadi eksopeptidase
dan endopeptidase (Tabel 1). Eksopeptidase memutuskan ikatan peptida dari ujung
luar pada gugus amino terminal dan gugus karboksil terminal. Endopeptidase
memotong peptida pada gugus dalam. Berdasarkan kelompok fungsional pada sisi
aktifnya protease terbagi menjadi protease serina, aspartat, sistein dan logam.
Protease serina adalah enzim yang mempunyai residu serina pada sisi aktifnya,
sedangkan protease aspartat atau protease asam memiliki residu asam aspartat pada
sisi katalitiknya. Protease thiol atau protease sistein pada sisi aktifnya mengandung
sistein dan histidin. Protease logam adalah enzim yang memerlukan ion logam
divalen untuk reaksi katalisnya (Rao et al., 1998).

Awalnya, protease dibuat dengan mengekstrak pankreas atau lambung ketiga
dari anak sapi yang masih menyusui atau dari tumbuhan, tetapi mengingat
kebutuhan enzim dunia semakin meningkat saat ini, jadi kemungkinan pemenuhan

enzim dari pankreas sangat tidak mungkin karena keterbatasan dari sumbernya yaitu




sapi. Salah satu solusi yang diajukan untuk memenuhi kebutuhan atau permintaan
enzim dunia adalah dengan mencari sumber lain, diantaranya berasal dari mikroba.

Tabel 1. Klasifikasi Protease

Protease Jenis reaksi No. EC
Eksopeptidase

Aminopeptidase @Ol 3.4.11

‘ TN ST T Ty
Dipeptidil peptidase @@ < < 3.4.14

'r\ N N
Tripeptidil peptidase 000 3.4.14

TN ST TN T '

Karboksipeptidase SUATAPARS 3.4.16-3.4.18
Protease tipe serina 3.4.16
Protease metal | 3.4.17
Protease tipe sistein - 3.4.18

. '
Feptidil dipeptidase A, O 3.4.15
{
Dipeptidase o0 3.4.13
: I3 ',' NI

Omega peptidase v @ 3.4.19
AR 3.4.19

(RPN ,'\.‘r"\/ NN

Endopeptidase R A 3.421-3.4.34

Protease serina : 3.4.21

Protease sistein | 3.4.22

Protease aspartat 3.4.23

Protease metal 3.4.24

Endopeptidase dari enzim yang belum 3.4.99

diketahui mekanisme katalitiknya

Keterangan : Lingkaran terbuka (‘°) menunjukkan residu asam amino pada rantai polipeptida.
Lingkaran tertutup (®) menunjukkan terminal asam amino, tanda panah (¥)
menunjukkan tempat aksi dari enzim dan bintang (") menunjukkan gugus amino atau
karboksil terlindung (protected).

Sumber: Rao et al. (1998)

Puvanakrishnan dan Dhar (1988) menyatakan, bahwa penggunaan mikroba

sebagai sumber enzim harus memenuhi pertimbangan-pertimbangan sebagai berikut:




a) untuk produksi tidak memerlukan tempat yang luas

b) tidak ada batasan dalam produksi dan persediaan

¢) . dalam produksinya tidak menghasilkan ikutan (by-product)

d) biaya produksi rendah

)~ pertumbuhan mikroorganisme dapat dimodifikasi untuk raendapatkan produksi
enzim yang diinginkan

f)  dari satu strain dapat dihasilkan banyak enzim, dan

g)« ada kemungkinan untuk pengembangan sistem enzim baru

Selain hal-hal di atas, enzim dari mikroba ini mempunyai nilai pH yang lebih luas

dan bentuk substrat yang lebih banyak (Stanley, 1994).

Penyamakan Kulit

Proses penyamakan kulit adalah suatu cara mengubah kulit mentaih_menjadi
kulit jadi (finished leather). Menurut Judoamidjojo (1974), serta Sulistyah dan
Sunaryo (1997), proses penyamakan terdiri atas :

a) proses siap samak atau proses pra penyamakan (beam house)
b) proses penyamakan (tanning)
c) proses penyelesaian (finishing)

Proses pra penyamakan terdiri atas proses perendaman, pengapuran,
pembuangan kapur dan pengasaman, kemudian pada proses penyamakan hanya
terdiri atas proses penyamakan itu sendiri. Proses terakhir dari keseluruhan proses
penyamakan kulit adalah proses penyelesaian (finishing) raelipuii  penetralan,
pewarnaan, pelemakan, pengeringan dan terakhir pengecatan untuk mendapatkan
hasil warna luar yang lebih baik.

Proses rumah basah (beam house process) pada industri penyamakan kulit
merupakan proses yang sangat penting, sehingga ada pepatah “Kulit dibuat di rumah
basah” (Puvanakrishnan dan Dhar, 1988). Proses rumah basah merupakan dasar
untuk menjadikan kulit menjadi siap untuk disamak.

Bahan-bahan yang digunakan pada proses untuk melepaskan rambut adalah
natrium disulfida (Na3S) dan Ca(OH);. Tuhap ini juga merupakan tahap yang
menghasilkan polusi tertinggi (Cromogenia Units, 1995), sehingga menyebabkan

industri-industri penyamakan kulit di beberapa negara hampir ditutup. Agensia ini




berdampak buruk pada lingkungan berupa air buangannya dan kepada para pekerja
(Brady et al., 1990). Salah satu cara yang disarankan untuk mengurangi prdduksi
limbah pada tahap ini adalah melalui substitusi Na,S dengan protease
(Puvanakrishnan dan Dhar, 1988).

Proses penyamakan kulit secara umum, mengikuti tahapan seperti pada
Gambar 1.

Kulit awet

;

Perendaman

v

Pengapuran

v

Pembuangan Kapur

v

Pelunakan

v
Pengasaman
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Pewarnaan

v
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Pengeringan

v
Pengecatan

Kulit jadi
Gambar 1. Proses Penyamakan Kulit (Judoamidjoyo, 1974)




Penggunaan Enzim dalam Proses Pelepasan Rambut

Proses pelepasan rambut ini, baik secara umum maupun konvensional,
dilakukan pada proses pengapuran, melalui perusakan membran basalis pada
gpidermis sehingga ramout dapat terlepas (Judoamidjojo, 1974). Secara umum,
pelepasan rambut dicapai melalui salah satu dari dua metode berikut, yaitu melalui
(1) penyerangan terhadap rambut dan mereduksinya hingga menjadi bubur, atau (ii)
melalui penghancuran atau memodifikasi jaringan epidermis di sekitar bulatan akar
rambut, sehingga rambut terlepas dan dapat dibuang secara mekanis (Puvanakrishnan
dain Dhar, 1988). Bahan yang umum digunakan pada proses pengapuran'adalah
Nz,S karena paling murah. Prinsip pelepasan rambut adalah pemutusan jembatan S-
S dari sistein.

Penggunaan protease pada industri kulit, ssmula hanya diterapkan pada proses
pelumatan atau pelunakan. Protease juga melemaskan jaringan serat-serat kolagen
dan protein elastin, sehingga kulit dapat disamak dan dilemnbabkan untuk
menghasilkan kulif jadi (finished leather). Saat ini, pemanfaatan enzim pada industri
penyamakan kulit tidak hanya pada pelunakan, tetapi juga proses-proses lain seperti
perendaman, pelepasan rambut dan pembuangan lemak (Feigel, 1995;
Puvanakrishnan dan Dhar, 1988). Salah satu keuntungan dari penggunaan enzim
pada proses pelepasan rambut adalah kondisi rambut atau wol yang dilepas masih
dalam keadaan baik. Penggunaan enzim pada proses pengapuran menghilangkan
tahap proses penghilangan kapur serta pelumatan (Heryemen dan Vlimerer, 1989).

Keuntungan utama dari pelepasan rambut secara enzimatik adalah lingkungan
tidak terganggu oleh limbah yang berasal dari kulit mentah (Brady et al., 1990).
Puvanakrishnan dan Dhar (1988) melaporkan, bahwa penggunaan enzim dalam
pelepasan rambut dapat mengurangi nilai Biochemical Oxygen Demand (BOD) dan
rambut tetap utuh. Enzim sebagai pengganti agensia pelepas rambut inérganik
menurunkan nilai BOD dan Chemical Oxygen Demand (COD) yang berasal dari
rumah basah (Sulistyah dan Sunaryo, 1997) dengan perbandingan antara metode
pelepasan rambut umumnya dan enzimatik diperoleh penurunan nilai BOD sebesar
79-82%, COD 68-70%, N-NHj3 93-96%, minyak/lemak 31-41%, S 71-76%, TSS
(Total Solid Suspended) 88-90%. Cromogenia Units (1995) menyatakan, bahwa

penggunaan enzim dengan tetap menggunakan 1% sulfida, diperoleh reduksi COD




sebesar 30-40%, BOD 30-40%, S (sulfida anion) 50-65%, dan total padatan 65-80%,
dengan peningkatan daya kembali kulit sekitar 2%.

Mekanisme Pelepasan Rambut

Puvanakrishnan dan Daar (1988) dalam Iinzyme Technology In Beamhouse
Practice, memaparkan penelitian yang telah dilakukan mengenai mekanisme
pelepasan rambut. Ellis (1645) menyatakan, bahwa enzim mencerna sel basal dari
akar rambut secara histologis.  Urutan pelepasan rambut dinyatakan oleh
Puvanakrishnan dan Dhar (1988) dimulai dari lapisan terluar lalu dilanjutkan dengan
pembengkakan dan pemecahan lapisan dalam akar dan bagian dari rambut yang
terkeratinase.

Menurut Chu (1981) seperti dikutip oleh Puvanakrishnan dan Dhar (1988),
enzim masuk ke dalam kulit hanya melalui sisi daging ketika proses pelépasan
rambut dilakukan pada suhu ruang. Yates (1968) seperti dikutip olech
Puvanakrishnan dan Dhar (1988) telah meneliti kemungkinan penggunaan tripsin
kristal dan o-amilase sebagai agensia pelepas rambut. Penulis yang sama
menyatakan bahwa aktivitas kedua enzim tersebut sebagai perontok rambut
berkorelasi erat dengan penyerangan terhadap plasma darah, kasein dan‘beberapa
substrat protein. Pelepasan dari heksosa selama tingkat awal pelepasan rambut
berhubungan dengan hilangnya kolagen yang disimpan sel dalam lapisan luar akar,
sebelum ada perubahan dalam struktur folikel.

PerontokKan rarabut oleh enzim proteolitik disebabkan adanya peluruhan
komponen globular dan protein, bukan serat dari membran dasar pada lapisan
jembatan antara dermis dan cpidermis. Setelah itu, proses dilanjutkan dengan
epidermis dan menyalut akar rambut. Membran dasar ini mengikat epidermis
dengan dermis, sehingga menyebabkan pembuangan secara berkesinambungan dari

epidermis dan rambut-rambut di sekitarnya.




MATERI DAN METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian dilakukan dari bulan September 2001 sampai bulan Agustus 2002.
Penelitian bertempat di laboratorium Bioindustri Badan Pengkajian dan Penerapan
Teknologi (BPPT), Kompleks Pusat Pengembangan Ilmu Pengetahuan dan
Teknolologi (Puspiptek), Serpong.

Bahan dan Alat
Bzahan

Enzim yang digunakan berupa enzim kasar yang dihasilkan dari Bacillus
megaterium DSM 319 (koleksi Pusat Pengkajian dan Penerapan Teknclogi
Bioindustri, BPP Teknologi, Serpong) dengan menggunakan media lokal molases
(terdiri dari molases 2% dan urea 1%).

Bahan kimia untuk mengukur kadar protein, aktivitas protease dan uji sifat-sifat
enzim adalah bovine serum albumin (BSA), tirosin,Tri Chloroacetate Acid (TCA)
CaCls, Na,COs, NaOH, Commassie Brilliant Blue G-250, Folin-Ciocalteu’s phenol
reagent, kasein “Hemmerstein”, asam fosfat 15%, aqudes dan HC).

Bahan kimia untuk (Sodium Diodecyl Sulphate- Poly Acrilamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) adalah Triton X-100, ammonium persulfat, N, N, N’,
N’ —tetramethylene-ethylenediamine (TEMED), akrilamid, Bis-akrilamid, gliserol,
HCI, bromophenol blue, Tris dan Coomasie Brilliant Blue R-250. Bahan substrat
yang digunakan adalah kasein “Hammerstein”. Semua bahan baik untuk PAGE dan
substrat berasal dari Sigma (Saint Louis, Mo., USA). Penanda protein dari
Ammersham Pharmacia yang terdiri dari Fosforilase b otot kelinci (94 kD), Bovine
Serum Albumine (BSA) (66.5 kD), ovalbumin putih telur ayam (43 kD), karbonik
anhidrase eritrosit bovin (30 kD), inhibitor tripsin kedelai (20,1 kD) dan a-
laktalbumin susu sapi (14,2 kD). Kulit yang digunakan untuk pengujian enzim
adalah kulit sapi bagian paha yang diperoleh dari Rumah Potong Hewan Bogor,

dengan kisaran luas + 450 cm?.




Alat

Peralatan yang digunakan dalam percobaan yaitu penangas air, spektrofotometer
“U-2001 Hitachi”, piranti elekroforesis gel vertical “Biorad’ (Germany), pemusing
mikro “201 M Sigma” dan pemusing berpendingin “ALC”, pengaduk magnetik,
lemari es, timbangan analitik, alat-alat gelas, tabung mikro, freezer, mikro pipet,

vorieks, rak tabung reaksi, tabung reaksi.

Metode

Produksi protease mcnggdnakan media lokal yaitu molases.  Fermentasi
dilakukan pada Biostat fermentor yang diagitasi pada kecepatan 250 rpm, aerasi 1
vvin, suhu 37 °C dan pH 7,5 selama 24 jam. Enzim yang dihasilkan merupakan
hasil sekresi dari mikroba ke dalam media fermentasi, atau enzim ekstrakseluler.
Enzim dipekatkan dengan mikrofiltrasi, selanjutnya dipekatkan lagi dengan
ultrafiltrasi.

Penelitian diawali dengan penghitungan akiivitas enzim dan penentuan kadar
protein dari enzim setelah pemckatan dengan mikrofiltrasi dan sctelah pemekatan
dengan ultrafiltrasi. Enzim yang tidak secara langsung dihituné aktivitasnya
disimpan dalam refrigerator atau lemari es (= 4 °C). Penelitian dilanjutkan dengan
mencari pH dan suhu optimum dari aktivitas protease. Penggolongan protease
diidentifikasi dengan mereaksikan enzim dengan senyawa penghambat protease
logam EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetate) dan senyawa penghambat prétease
serina PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride). Jika protease dihambat dengan
EDTA maka langkah selanjutnya adalah mencari ion divalen yang membantu
mengikat substrat dan mempertahankan aktivitas. Pengujian juga dilakukan pada
bahan-bahan penyusun zimogram dan SDS-PAGE, yaitu SDS dan Triton X-100.
Bahan-bahan ini biasa disebut dengan deterjen. Deterjen SDS digunakan baik pada
zimogram dan SDS-PAGE, sedangkan Triton X-100 hanya digunakan dalam
zimogram. Pengujian ini dilakukan untuk melihat aktivitas dari protease terhadap
bahan-bahan ini, untuk mencegah penurunan aktivitas enzim. Zimogram digunakan
untuk memperkirakan berat molekul protease dengan substrat yang digunakan adalah

Kasein. Aktivitas proteolitik enzim diuji terhadap berbagai jenis protein yaitu BSA,
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gelatin, kolagen, elastin, hemoglobin dan keratin, yaitu jenis-jenis protein yang erat

hubungannya dengan komponen pada kulit.
Produksi dan Pemekatan Enzim

Enzim yang akan digunakan diproduksi dengan menggunakan media lokal
molases. Protease yang akan dikarakterisasi merupakan hasil pemekatan dengan
mikrofiltrasi Milipore” dengan pori-pori 10 lpl. Pemekatan lanjutan dilakukan
dengan ultrafiltrasi “Milipore”. Membran yang digunakan dalam ultrafiltrasi adalah
30D (kilodalion).

Penentuan Kadar Protein (Bradford, 1984)

Pengukuran kadar protein larutan enzim ekstraseluler dari Bucillus ihegaterium
DSM 319 yang berupa enzim kasar dilakukan dengan metcde Bradford (1976).
Larutan Bradford dibuat dengan melarutkan dalam 100 mg Coomasie blue G-250
dalam 50 ml etanol 95%, selanjutnya dilarutkan kembali 100 ml asam fosfat 85%
dan ditambahkan aquades sampai 1 liter. Larutan Bradford yang terbentuk
diencerkan lima kali (1 bagian larutan Bradford diencerkan dengan 4 bagian
aquades). Kurva standar ditentukan dengan BSA pada konsentrasi beragam dari 0;
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; dan 0,6 (mg/ml). Masing-masing konsentrasi diambil 40ul dan
dilarutkan dalam 2000p! larutan Bradford yang sudah diencerkan lima kali. Setelah
diinkubasi pada suhu ruang (+ 28°C) selama 15 menit pengukuran dilakukan dengan

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm.

Pengukuran Aktivitas Protease menurut Metode Walter (1984) yang
Dimodifikasi (Wahyuntari, 2001)

Prosedur pengukuran baktivitas enzim berdasarkan metode Walter (1984)
menggunakan substrat kasein atau hemoglobin (Tabel 2). Metode ini dilakukan
dengan membandingkan ni'ai absorbansi (A) antara sampel dengan standar dan
blanko. Nilai-nilai absorbansi tersebut dihitung dengan persamaan:

(Acontoh - Avtanko) N faktor pengenceran enzim

/
(Astandar - Abhmko) waktu reaksi (U, ml.)

AktivitasEnzim =

Faktor pengenceran enzim dituliskan satu karena enzim tidak diencerkan, tetapi

jika‘enzim diencerkan maka nilai pengenceran dimasukkan ke dalam perhitungan




sesuai dengan pengenceran yang dilakukan. Waktu reaksi adalah waktu yang
diperlukan untuk menginkubasi substrat, dalam hal ini 10 menit.

Aktivitas protease pada penelitian ini diukur berdasarkan metode Walter (1984)
dalam Wahyuntari (2001) melalui modifikasi jumlah dan perekasi untuk pewarnaan.
Pesrighitungan nilai aktivitas cnzim scrupa dengan mectode Walter (1984), yaitu
dengan melihat nilai absorbansi dari blanko, standar dan sampel. Nilai absorbansi
tersebut dikonverikan ke dalam persamaan aktivitas enzim pada metode Walter
(1984).

Tabel 2. Tahapan Pengujian Aktivitas Protcase dengan Metode Walter (1984)

Pereaksi Blanko (ul)  Standar (ul) Sampel (ul)
Kasein (1%) dalam buffer Universal * 2500 2500 2500
Tirosin Standar (SmM) - 200 -
Enzim dalam CaCl, (2mM) - - . 200
Aquades 200 . -
Diinkubasi selama 10 menit pada suhu yang uji**

TCA (0,1 M) 5000 5000 5000
Enzim dalam CaCl, ’ 200 200 -
Aquades - - 200

Diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang, sentrifus 20 menit ( 4000 rpm)
Filtrat . 2500 2500 2500
NaOH (0,5M) 5000 5000 5000
Pereaksi Folin-Ciocalteau 1500 1500 1500

Divorteks, diinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit, lalu diukur absorbansinya pada

A=578 nm

Ket : * pH digunakan untuk buffer adalah pH 7,5, tetapi untuk mengetahui pengaruh pH maka
dilakukan perubahan pH dari buffer.

**+  Suhu yang digunakan adalah 37 °C. Suhu ini yang digunzkan oleh Walter pada saat
menginkubasi substrat. Pengaruh dari suhu dilakukan dengan mengubah suhn pada tahap
ini sesuai dengan rentang suhu yang dikehendaki.

Sumber . Bergmeyer ef al. (1988).
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Tabel 3. Metode Walter yang Dimodifikasi (Wahyuntari, 2001)

Pereaksi Blanko (ul)  Standar (ul)  Sampel (ul)
Kasein (1%) dalam buffer Universal
. . 400 400 400
Tirosin Standar (SmM) - 50 -
Enzim dalam CaCl, (2mM) - - 50
Aguades

Diinkubasi'selama 10 menit pada suhu tertentu **

TCA (0.1 M) 500 500 500
Enzim dalam CaCl, 50 50 -
Aquades - - 50

Diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang, sentrifus 2 menit ( 10.000 rpm)

Filtrat 600 600 600
Na;CO; (0.4M) 2000 2000 2000
Pereaksi FFolin-Ciocaltcau 400 400 400

Divorteks, diinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit, lalu diukur absorbansinya

pada A=578 nm

Ket : * Buffer Universal diubah-ubah dari pH 6-11 untuk mengetahui pengaruh pH terhadap
aktivitas protease (Analisis pengaruh ph terhadap aktivitas protease dilakukan pada suhu
fermentasi )

**  Syhu inkubasi diubah-ubah (20-60°C) untuk mengetahui pengaruh suhu terhadap aktivitas
protease (analisis pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim dilakukan pada pH optimum
aktivitas enzim).

Penentuan pH dan Suhu Optimum Aktivitas Protease

Pengamatan pengaruh pH terhadap aktivitas proteolitik protease dilakukan
dengan cara mengubah pH dari larutan kasein 1% (b/v) pada variasi pH dari 6, 7, 8,
9, 10 dan 11. Penentuan pH larutan kasein dilakukan dengan melarutkan 0,1 g
kasein dalam 5 ml aquades yang sudah ditambah satu tetes larutan B, kemudian ke
dalamnya ditambahkan larutan A dari buffer universal hingga dihasilkan pH yang
diinginkan (cara pembuatan larutan A dan B dari buffer universal dapat dilihat pada
Lampiran 1). Volume larutan kasein yang digunakan sebanyak 10 ml, jumlah ini
diperoleh dengan menambahkan aquades pada pH yang sama dengan larutan kasein

hingga mencapai 10 ml. Analisis pengaruh pH dilakukan pada suhu fermentasi yaitu
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37 °C. Pengamatan pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim dilakukan dengan
mengubah suhu inkubasi dari 20-60 °C dengan selang 5 °C, kecuali pada suhu 35 °C
dilakukan pada suhu fermentasi (37 °C). Analisis pengaruh suhu dilakukan pada pH
optimum (8,0) yang telah diperoleh pada tahap sebelumnya.

Pengaruh Penghambat EDTA dan PMSF

Senyawa penghambat protein spesifik untuk protease logam EDTA. (Ethylene
Diamine Tetra Acetate) dan protease serina PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl
Fluoride) diuji pada enzim dengan konsentrasi 2 mM dan 5 mM. Enzim diinkubasi
pada senyawa-senyawa tersebut dengan konsentrasi akhir 2 mM dan 5 mM selama |
jam pada suhu ruang (+ 28 °C), kemudian aktivitas enzim diuji dengan metode
Walter (1984) vang dimodifikasi (Wahyuntari, 2001). Pembandingan dilakukan
antara nilai aktivitas enzim yang diperlakukan dengan senyawa penghambat dan
enzim yang tanpa perlakuan. Uji aktivitas ini dilakukan pada suhu dan pH optimum.

EDTA adalah senyawa penghambat bagi protecase logam. Senyawa ini
mengkelat logam sehingga logam tidak dapat lagi berikatan dengan enzim, sehingga
enzim menjadi tidak aktif (Beynon 1989 dalam Harris dan Angals, 1989).
Metaloprotease atau proteasc logam adalah protease yang aktivitasnya tergantung
pada ion dan dihambat oleh senyawa pengkelat logam. Senyawa-senyawa pengkelat
logam ini mengikat logam-logam yang seharusnya mengaktifkan enzim. Senyawa
PMSE adalah senyawa yang menghambat protease serina dan menghambat semua
protease serina (Beynon 1989 dalum Harris dan Angals ,1989). Pengujian im
bertujuan untuk menentukan'jenis protease yang terkandung dalam larutan enzim
ekstrasel Bacillus megaterium DSM 319.

Apabila protease Bacillus megaterium DSM 319 termasuk protease logam,
maka beberapa ion logam (CaCly,, ZnCl;, MnCl,, MgCl, dan FeCly) diyji
pengaruhnya terhadap aktivitas enzim. Enzim beserta logam masing-masing pada
konsentrasi akhir 0,5 mM, 2 mM, 3,5 mM dan 5 mM, diinkubasi pada suhu ruang
selama 1 jam, lalu diukur aktivitasnya. Pengaruh dari logam, ditentukan dengan
membandingkan antara aktivitas enzim yang diinkubasi dengan logam dan enzim

yang tidak diinkubasi dengan logam.
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Pengujian Protease Bacillus megaterium DSM 319 terhadap Berbagai Substrat
dengan Metode Elektroforesis

Analisis gel elektroforesis dilakukan dengan menggunakan piranti elektroforesis
gel poliakrilamida atau lebih dikenal dengan PAGE (Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis) “Biorad” dengan plat vertikal (ukuran 99 mm » 110 mm x 7 mm).
Voltase yang digunakan untuk proses elektroforesis adalah 150 V dengan 100 mA
sampai warna biru dari sampel buffer yang berisi bromophenol blue mencarai sekitar
1 em dari bagian bawah gel dan waktu tempuh diperkirakan selama 2,5 jam.

SDS-PAGE (Tubel 4) digunakan untuk melihat aktivitas enzim terhadap
beberapa jenis substrat protein. Substrat-substrat yang diujikan dengan enzim adalah
kaséin, BSA, hemoglobin, kolagen, gelatin, elastin dan keratin. Protein seperti
Kasein, hemoglobin dan gelatin dilarutkan dengan air sedangkan kolagen, elastin dan
Keratin dilarutkan dalam urea 2%. Hasil elektrofosis terhadap berbagai substrat yang
direaksikan dengan enzim dan tanpa enzim (kontrol) dibandingkan untuk
menentukan kerampuan hidrolisis enzim terhadap substrat. Pada substrat yang
direaksikan dengan enzim, substrat dircaksikan dalam pereaksi sesuai dengan metode
Walter (1988) yang dimodifikasi, sedangkan untuk substrat yang tidak direaksikan
substrat dilarutkan pada larutan penyangga Tris-HCI pada pH 8. Hidrolisa enzim
terhadap substrat ditunjukan eleh tidak dijumpainya kembali atau berkurangnya pita-
pita protein yang terbentuk terhadap kontrol.

Tabel 4. Komposisi Bahan-bahan untuk SDS-PAGE

Bahan Separating Gel 8% Stacking Gel 5%
Pelarut A (pl) -‘ 1600 334

Pelarut B (ul) 1500 -

Pelarut C (ul) - 500

dH,O steril (pl) 2845 1151
Ammonium persulfat (pl) 50 25

TEMED (pl) 5 5

Total (ul) 6000 2000

Sumber : Bollag dan Edelstein (1991)
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Pengaruh Deterjen terhadap Aktivitas Enzim

Sebelum dilakukan zimogram untuk memperkirakn berat molekul (BM) enzim,
terlebih dahulu harus dipelajari pengaruh bahan-bahan yang digunakan pada
zimogram terhadap aktivitasnya seperti SDS dan Triton X-100.. Dua konsentrasi
SDS yang digunakan yaitu 0,1% dan 0,4%. Pengujian dilakukan dengan cara
menambahkan SDS 0,1% ke dalam enzim, lalu diinkubasi pada suhu kamar (+ 28 °C)
selama 30 menit, dan ke dalam campuran ditambah Triton X-100 pada konsentrasi
0,5%, 2%, 3,5% dan 5%. Carmpuran ini diinkubasi pada suhu ruang (+ 28 °C) selama
1 jam, scetelah itu campuran diuji aktivitasnya dan sebagai kontrol adalali enzim tanpa
perlakuan. Pengujian yang sama dilakukan dengan penambahan SDS 0,4%. Jika
hasil pengujian menunjukan bahwa aktivitas enzim tidak mengalami perubahan yang
nyata, maka bahan-bahan vlcrscbul dapat digunakan, scbaliknya jika enzim
mengalami penurunan yang besar (aktivitas akhir kurang dari 60%) maka bahan
tersebut tidak digunakan sebagai pereaksi pada proses elektroforesis.

Tabel 5. Komposisi Bahan-bahan untuk Zimogram

Bahan : Separating Gel 8% Stacking Gel 5%
Pelarut A (pl) 1600 334

Pelarut B (ul) 1500 -

Pelarut C (ul) - 500

dH,O steril (ul) 2839 1131

0,1% kasein (ul) 6 -

Ammonium persulfat (pl) 50 25

TEMED (ul) 5 5

Total (ul) 6000 2000

Sumber; Freidrich dan Antranikian (1996)
Penentuan Berat Molekul Protease dengan Zimogram

Zimogram (‘Tabel 5) digunakan untuk mengamati pita protein dalam larutan
enzim ekstraseluler kasar yang memiliki aktivitas proteolitik. Metode zimografik
yang-digunakan merupakan modifikasi dari metode Freidrich dan Antranilian (1996).
Matriks gel untuk analisis zimogram adalah kasein 0.1% (b/v) yang dikopolimerisasi

oleh akrilamida dengan konsentrasi 8%. Pengujian dilakukan melalui pencampuran
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enzim pada larutan penyangga contoh yang berisi 5x sample buffer dengan
perbandingan 1:4, lalu di-running dalam 10% SDS-PAGE dengan 0,1% kasein.
Setelah elektroforesis, gel direndam dalam larutan penyangga Triton X-100 2,5%
mM selama 20 menit. Larutan Triton X-100 dibuang lalu diganti dengan larutan
penyangga Tris-HCI (pH 8) pada suhu 30 °C dalam shaking waterbath selama 20
menit. Reaksi dihentikan dengan membuang larutan penyangga dan menggantinya
dengan larutan TCA 10%, selanjutnya diinkubasi seiama 15 menit. Pewarnaan
dilakukan dengan Commassic Brilliant Blue R-250. Gel tersebut direndam selama
30-60 menit dan pada akhir tahap gel direndam dalam larutan peluntur warna

berkali-kali sehingga pita-pita proteolitik dapat terlihat.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Produksi dan Pemekatan Protease Bacillus megaterium DSM 319

Enzim kasar yang digunakan merupakan hasil mikrofiltrasi, selanjutnya enzim
init dipekatkan lagi dengan ultrafiltrasi. Hasil yang diperoleh dari proses ultrafiltrasi,
enzim mengalami peningkatan aktivitas sebesar 235% (0,9453 U/fng) jika
dibandingkan dengan enzim hasil mikrofiltrasi (0,4022 U/mg). Peningkatan dari
aktivitas ini discbabkan olch karcna kotoran-kotoran yang terdapat dalam larutan

enzim telah terbuang melalui proses pemurnian mikrofiltrasi dan ultrafiltrasi.

Penentuan pH Optimum dari Aktivitas Protease Bacillus imegaterium DSM 319

Protease mempunyai pH optimum yang spesifik yaitu berbeda antar protease
dari sumber yang berbeda. Pada pH optimum ini, aktivitas enzim menjadi maksimal,
sehingga hidrolisis substrat menjadi maksimum. Profil aktivitas pH enzim
menggambarkan pH pada saat gugus pemberi atau penerima proton yang penting
pada sisi katalitik enzim berada dalam tingkat ionisasi yang diinginkan. Profil pH
optimum ini tidak harus sama dengan pH fermentasi (37 °C) atau pH yang digunakan
untuk memproduksi enzim, pH aktivitas optimum ini dapat berada lebih tinggi atau
lebih rendah darinya. Aktivitas protease Bacillus megaterium DSM 319 pada
berbagai pH dapat dilihat pada Gambar 2. "

120 -
100
80 A
60 9
40 -

20 A

T T T T 1

6 7 8 9 10 11
pH

Aktivitas Enzim (%)

Gambar 2. Kurva pH Optimum Protease Bacillus megaterium DSM 319

Aktivitas protease Bacillus megaterium DSM 319 berbeda pada pH yang
berbeda dan optimum pada pH 8 dengan aktivitas maksimum scbesar 100%
(Gambar 2). Penurunan nilai aktivitas diperoleh ketika pH iingkungan protease

berada dibawah dan diatas pH optimum. Aktivitas protease Bacillus megaterium




DSM 319 masih dapat dipertahankan dengan sisa aktivitas lebih dari 60%, antara pH
6-8, dan turun secara drastis bila pH ditingkatkan dari 8 hingga 11.

Enzim pada umumnya bersifat amfolitik, berarti enzim mempunyai konstanta
disosiasi baik pada gugus asam maupun pada gugus basa, terutama pada gugus residu
terminal karboksil dan gugus terminal aminonya (Winarno, 1995). Gugus ionik dari
enzim berperan menjaga konformasi dari sisi aktif dalam mengikat substrat dan alam
mengubah substrat menjadi produk (Muchtadi er al., 1992). Aktivitas enzim dapat
bervariasi tergantung pada pH yang mempengaruhi daya ionisasi pada rantai
samnping asam amino penyusunannya, baik pada sisi aktif maupun pada sisi.lain. Hal
ini secara tidak langsung mempengaruhi konformasi sisi aktif enzim, yang

tergantung pada kondisi sekitarnya (Webb dan Dixon, 1979).

Penentuan Suhu Optimum Aktivitas Protease Bacillus megaterium DSM 319

Secara umum, peningkatan suhu akan menyebabkan peningkatan aktivitas
protease. Protease sebagai enzim mempunyai sifat-sifat protein, peningkatan suhu
dapat meningkatkan aktivitas protease, tetapi setelah diperoleh suhu optimum,
aktivitas protcase akan mengalami penurunan karena protein cenderung Yuntuk
mengalami denaturasi. Kondisi optimum membuat enzim berada dalam keadaan
stabil sehingga enziin dapat bekerja secara maksimal (Lehninger, 1982).

Suhu optimuim protease dari Bacillus megaterium DSM 319 adalah 30°C dengan
aktivitas 100% (Gambar 3). Aktivitas protease pada suhu ferrnentasi (37 °C),' yaitu
suhu yang digunakan untuk memproduksi enzim, bersisa sebesar 99,42%, nilai ini
tidak terlalu jauh dari nilai aktivitas optimum, penurunan yang terjadi hanya sebesar
0,48%, sehingga pada suhu ini masih dapat digunakan sebagai suhu inkubasi.
Inkubasi enzim pada kisaran suhu antara 37 °C sampai 45 °C mampu
mempertahankan aktivitasnya lebih dari 60%, sedangkan pada suhu kurang dari 26
°C dan lebih dari 46 °C akan menghasilkan aktivitas yang semakin rendah. Protease
Bacillus megaterium DSM 319 diketahui tidak aktif pada suhu 60 °C, yang berarti

enzim bersifat termo labil.
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Gambar 3. Kurva Suhu Optimum dari Aktivitas Enzim Protease

Suhu optimum diperoleh dengan menguji enzim pada pH optimum (pH 8).
Pengarnatar, aktivitas protease pada suhu berbeda dan pH berbeda mendapatkan
aktivitas sebesar 100% (0,9453 U/mg). Protease pada suhu rendah (4 °C) merniliki
kestabilan yang tinggi tetapi aktivitasnya rendah, sedangkan pada kisaran suhu
optimum 30-37 °C, aktivitasnya tinggi tetapi stabilitasnya rendah (Mucthadi ef al.,
1992).

Kondisi pH dan suhu optimal ini membuat enzim berada dalam keadaan stabil,
Sehingga enzim dapat mengkonversi substrat secara optimal. Enzim ini akan
digunakan untuk proses pelepasan rambut pada industri penyamakan kulit. Enzim
yang digunakan pada industri kulit mula-mula berasal dari ekstrak pankreas.
Protease dari pankreas, yaitu tripsin, digunakan pada pH 8,0 dengan suhu inkubasi -
38°C (Felicjaniak, 1986), sementara Jonczyk dan Studniarski (1988) menggunakan
enzim yang sama pada kisaran suhu 37,7-42,7 °C dengan pH 7,5-8,5. Brady (1990)
menggunakan Pancreatic Trypsin Novo (PTN) pada suhu 32°C dengan pH 8,0.
Protease yang berasal dari kapang Aspergillus niger digunakan pada suhu 42 °C
dengan pH 7,0 dan 9,25 (Malathi er al., 1991; Joseph, 1989). Protease bakteri
dihasilkan dari Bacillus subtilis diinkubasi pada suhu 45 °C dengan pH 8,0 (Hameed
et al., 1996), sedangkan Felicjaniak (1986) melakukan inkubasi pada suhu 30 °C
dengan pH 7,2. Pengguraan protease untuk industri penyamakan kulit lazim
digunakan pada pH 7,2 sampai 9,25 dengan suhu inkubasi 30-42 °C. Karakter dari
protease Bacillus megaterium DSM 319 serupa dengan kondisi yang diperlukan
untuk industri penyamakan kulit.  Protease Baclllus megaterium DSM 319

mempunyai aktivitas optimum pada suhu 30 °C dan pH 8. Aktivitas oprimum
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protease Bacillus megaterium DSM 319 sebesar 0,3639 Ul/ml dan aktivitas
spesifiknya 0,9453 Ul/mg. -

Pengaruh Inhibitor EDTA dan PMSF terhadap Aktivitas Protease dari
Bacillus megaterium DSM 319
Jenis protease dapat ditentukan melalui zat-zat yang menghambat aktivitasnya,
zat-zat penghambat ini dikenal sebagai inhibitor. Inhibitor yang umum digunakan
untuk mengetahui jenis protease adalah EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetate) dan
PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride).
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Gambar 4 Aktivitas protease Bacilllus megaterium DSM 319 terhadap EDTA
pada Konsentrasi yang Berbeda

Aktivitas protease Bacillus megaterium DSM 319 dihambat secara total oleh
EDTA pada konsentrasi 5 mM dan sisa aktivitas hanya sebesar 1% dengan adanya
EDTA 2 mM (Gambar 4). Penghambatan protease Bacillus megaterium DSM 319
oleh EDTA menunjukan bahwa protease Bacillus megaterium DSM 319 merupakan

kelompok vrotease logam atau metaloprotease.
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Gambar 5. Aktivitas Protease Bacilllus megaterium DSM 319 terhadap PMSF
pada Konsentrasi yang berbeda

Aktivitas enzim protease Bacillus megaterium DSM 319 dihambat sebagian oleh

PMSF pada konsentrasi 2 mM dan 5 mM dengan sisa aktivitas sebesar 93,12% dan
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62,64% (Gambar 5). Protease Bacillus megaterium DSM 319 aktivitasnya tidak

terhambat oleh PMSF, jadi protease ini bukan merupakan kelompok protease serina

Pengaruh Ion Divalen

Setelah diketahui bahwa protease Bacillus megaterium DSM 319 tergolong
protease logam atau metaloprotease, maka tindakan yang harus dilakukan adalah
mempelajari lebih lanjut mengenai pengaruh ion divalen yang beriketan pada sisi
aktif dari protease Bacillus megaterium DSM 319 dan pengaruhnya terhadap
aktivitas protease itu sendiri.

Penambahan dari logam kalsium (CaCl;) menyebabkan peningkatkan aktivitas
enzim sebesar 163% pada konsentrasi 0,5 mM dan 169% pada 2 mM. Pada
konsentrasi 3,5 mM dan 5 mM aktivitas enzim yang tersisa ketika “enzim
ditambahkan dengam CaCl, pada konsentrasi 3,5 mM dan 5 mM dengan sisa

aktivitas enzim secara berturut-turut adalah 71,07% dan 72,02% (Gambar 6).
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Gambar 6.  Aktivitas Protease Bacilllus megaterium DSM 319 dengan
Penambahan CaCl, pada Berbagai Konsentrasi

Protease Bacillus megaterium DSM 319 memerlukan jon Ca’* agar aktivitasnya
dapat berlangsung secara optimal. Fungsi dari logam pada metaloprotease adalah
untuk melemahkan ikatan disulfida dari substrat (Beynon, 1689 dalam Harris dan
Angal, 1989), sehingga subtrat dapat dihidrolisis oleh protease. Logam atau ion
divalen, dalam hal ini Ca®, tidak hanya meningkatkan aktivitas enzim tetapi juga
membantu mempertahankan kestabilan enzim terhadap panas (Suhartono, 1992).
Penambahan kalsium. yang terbaik adalah pada konsentrasi 2 mM, dengan
menghasilkan aktijvitas terbesar.

Selain CaCl,, logam-logam lain yang diujikan adalahZnCl,, MgCl, dan MnCl,,

tetapi logam-logam ini tidak meningkatkan aktivitas enzim, sebaliknya menurunkan
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aktivitas enzim. Penambahan logam-logam lain seperti MgCly, ZnCl,, dan MnCl,
pada konsentrasi 2 mM, menurunkan aktivitas enzim sehingga aktivitas yang tersisa
masing-masing tinggal 31,56%, 76,91% dan 44%. DPenurunan vang lebih tinggi
dijumpai bila konsentrasi logam-logam ditingkatkan lebih tinggi pada konsentrasi 5

mM (Gambar 7).
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Gambar7.  Aktivitas Protease Bacilllus megaterium DSM 319 dengan
Penambahan Ion-Ion Divalen selain Kalsium

Pengujian Substrat

Pengujian aktivitas enzim terhadap substrat dengan elektroforesis dilakukan
untuk mengetahui kemampuan enzim untuk menghidrolisis substrat BSA, kasein,
hemoglobin, kolagen, gelatin dan keratin yang dilambangkan secara berurutan oleh
huruf a, b, ¢, d, e dan f. Hasil elektoforesis yang berupa pita-pita protein seperti
disajikan pada Gambar 9. lajur-lajur dengan huruf-huruf tanpa tanda aksen (a, b, c,
d, e dan f) terhidrolisis atau tidak oleh enzim. Huruf tanpa tanda aksen adalah
substrat-subtrat yang belum terhidrolisis atau direaksikan dengan protease Bacillus
megaterium DSM 319, sedangkan huruf dengan tanda aksen menunjukan substrat
yang telah direaksikan dengan protease.

Pada substrat BSA yang belum direaksikan dengan protease (a), pita biru yang
terbentuk menunjukkan berat molekul dari BSA yaitu 66,5 kD. Hasil elektroforesis
dari BSA yang telah direaksikan dengan protease terlihat secara jelas bahwa BSA
terhidrolisis oleh protease Bacillus megaterium DSM 319, yang ditunjukkan oleh
warna pita biru oleh BSA pada berat molekul 66,5 kD yang BSA terhidrolisis
meinjadi protein-protein dengan berat molekul yang lebih ringan atau lebih rendah
dasi 66,5 kD (a’). Fungsi dari BSA pada kulit adalah sebagai protein transpor di

kuiit, juga berfungsi sebagai pembawa nutrien bagi rambut pada kulit.
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Pada substrat kasein yang belum direaksikan dengan protease (b) terbentuk dua
pita biru yang tebal. Dua pita biru pada kasein yang telah direaksikan dengan
protease (b’) terlihat lebih tipis, ini membuktikan kalau protease Bucillus megaterium
DSM 319 menghfdrolisis kasein. Kasein tidak terdapat pada kulit, hanya terdapat
pada-susu.

Protease  Bacillus rﬁegaterium DSM 319 juga terbukti menghidrolisis
hemeglobin secara baik, ditunjukkan oleh adanya pita-pita biru yang terbentuk oleh
protein hemoglobin yang scbelum dircaksikan dengan proteasc (¢) dan tidak
didapatkan kembali pita-pita biru sctelah dircaksikan dengan proteasc (¢’). Darah
menempel pada kulit bagian bawah, yaitu bagian yang menempel pada otot atau
daging.  Darah atau hemoglobin jika tidak dibersihkan secara baik akan

menyebabkan kerusakan kulit, melalur pengerasan dari kulit.

S A . o ” ke ity

a a’ b b’ c ¢’ d d e e P

Keterangan : Protein (a) BSA, (b) Kasein; (¢) Hemoglobin, (d) Kolagen, (e) Geiatin, dan (f) keratin.
Hasil reaksi dengan protease (a’) BSA, (b’) kasein, (c’) hemoglobin, (d’) kolagen, (e’)
gelatin dan (f°) keratin.

Gambar 8. Aktivitas Enzim terhadap Berbagai Jenis Protein

Kolagen lajur d pada gambar 9 tidak tervisuahasikan secara jelas karena kolagen
mempunyai berat molekul diatas 94 kD (+ 120 kD) pita biru yang terbentuk harya
kolagen yang dapat larut dalam urea 2%. Namun demikian, hasil visualisasi dengan
elektroforesis menunjukan bahwa protease juga dapat menghidrolisis kolagen yang
terlarut (d’). Kulit tersusun oleh kolagen, dan scbagian dari kolagen penyusun kulit
harus terhidrolisis untuk melemaskan kulit.

Gelatin seperti hasil visual pada lajur e gambar 9, adalah gelatin yang belum
direaksikan dengan protease. Gelatin yang telah dircaksikan dengan protease (€7)

membentuk pita biru, menggambarkan gelatin terhidrolisis oleh protease. Gelatin
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adalah bagian kulit yang terlarut, jadi kulit menjadi lebih lemas ketika gelatin
terhidrolisis.

Keratin merupakan penyusun utama dari rambut, bulu, wol, sayap, kuku, cakar,
duri. sisik, tanduk, kuku kuda, dan kulit penyu (Lehninger, 1982). Keratin tidak
dapat dilarutkan, dan hasil vishualisasi dengan elektroforesis membuktikan bahwa
keratin tidak dihidrolisis oleh protease atau rqmbut pada kulit setelah perontokkan

akan tetap utuh.

Pengaruh Senyawa Pereduksi dan Deterjen

Langkah pertama sebelum dilakukan SDS-PAGE dan zimogram adalah
melakukan pengujian stabilitas enzim terhadap bahan-bahan yang digunakan dalam
Kedua metode, yaitu SDS (Sodium Dodecyl Sulphate), 2-merkaptoetanol dan Triton
X-100 serta campuran antara SDS dengan Triton X-100. Tujuan dari melakukan
pengujian ini adalah untuk mengetahui pengaruh bahan-bahan ini terhadap aktivitas
enzim. Bahan-bahan ini digunakan dalam proses elektroforesis. Inkubasi enzim
dengan 0,1% SDS diperoleh aktivitas enzim tinggal 92,26%, sedangkan dengan 0,4%
SDS adalah sebesar 49,38%. Jadi ketika proses clektroforesis dilakukan kadar
maksimal SDS yang diperbolehkan dalam larutan adalah 0,1%. Kuadar SDS yang

lebih besar akan menurunkan aktivitas enzim akan sampai 50%.

(b)

100.00

Aktivitase Protcase (%)

" Konsentrasi Triton X-100 (%)

Gambar 9.  Aktivitas Protease Bacilllus megaterium DSM 319 dengan
Penambahan (a). SDS 0.1% dan (b) SNS 0.4% pada Konsentrasi
yang Berbeda

Enzim yang telah diinkubasi dengan 0,1% SDS dan ditambah Triton X-100
0,5%, 2%, 3,5% dan 5% masing-masing mempunyai aktivitas sebesar &3,45%,

94,64%, 90,27% dan 72,43% (Gambar 8a). Protease yang diinkubasi dengan 0,4%
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SDS dan mengandung Triton X-100 pada konsentrasi 0,5%, 2%, 3,5% dan 5%
memiliki sisa aktivitas sebesar 45,29%, 67,55%, 84,78% dan 66,22% (Gambar 8b).

Penentuan Berat Molekul dengan Zimogram

Berat molekul dari enzim mungkin lebih darn satu tetapi yang tervisualisasi
hanya satu yaitu pada berat molekul 67,31 kDD. Pada proses zimogram, enzim yang
secara spesifik berhenti pada berat molekul tertentu kemudian menghidrolisis
substrat vang terlarut pada gel. Protease ini menghidrolisis kasein, atau bersifat
kasernolitik, sudah dapat digunakan untuk melepaskan rambut dari kulit (Malathi er
al-,-1991).  Hasil visualisasi berat molekul enzim dengan zimogram (Gambar 10).
Zimogram merupakan tekmk yang digunakan untuk melihat berat molekul dari
enzim secara spesifik, vaitu enzim yang menghidrolisis substrat tertentu, dalam hal
ini kascin. Protease dari Bacillus megaterium DSM 319 menghidrolisis kasein pada
berat molekul 67,31 kD.

kD

Gambar 10. Penentuan Berat Molekul Protease Bacillus megaterium DSM 319
pada Substrat Kascin dengan Mctode Zimogram

Aplikasi Protease pada Kaulit

Aplikasi pengujian enzim terhadap kulit dilakukan untuk melengkapt
karakterisasi dengan tujuan mclihat kerontokan rambut dart kulit sapi yang
digunakan. Kulit yang digunakan adalah kulit paha sapt dengan ukuran 309,75 cm’
dan 232,25 cm? dengan berat keduanya 63,4 g diperoleh dari Rumah Potong Hewan
Bogor. Kulit diinkubasi dengan protease scbanyak 5% dari berat kulit pada suhu 30
°C dan pll 8 selama 2 jam dalam penangas bergoyang (shaker) (4 rpm). Setelah itu,

kulitdicuci dengan aquades dan direndam dalam buffer pada suhu dan pH yang sama
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sclama satu malam. Selanjutnya, untuk melepaskan rambut dilakukan pengerokkan,
karena ternyata rambut tidak rontok dengan sendirinya.

Pengujian enzim pada kulit menunjukkan hasil yang positif, rambut pada kulit
sapi terlihat rontok. Rambut dapat terlepas dengan mudah, tetapi karena penyebaran
darr-enzim yang tidak merata, maka kulit yang benar-benar rontok hanya pada
beberapa tempat saja (Gambar 12 b). Kerontokkan rambut kurang lebih berkisar dari
15% sampai 53%. Penyebaran protease yang tidak merata ini disebabkan karena
kulit tidak teraduk secara merata seperti pada proses penyamakan kulit dengan
meriggunakan drum. Pada aplikasi ini kulit hanya dilctakkan pada wadah plastik,
kemudian selama proscs inkubasi kulit hanya digoyang saja. Kulit yang mengalami
persentase kerontokkan terbesar (- 53%), mempunyai posisi yang terendam dengan
baik dibanding dengan kulit dengan persentase kerontokkan lebih kecil (£ 15%).
Proses ini sudah dapat membuktikan bahwa protease yang dihasilkan oleh Bacillus
megaterium DSM 319 terbukti mcrontokkan rambut pada kulit.  Pada pengujian,
kulit hanya diperlakukan dcngﬁn enzim secara langsung, tanpa Na,5.

Persentase protease yang digunakan adalah 5%, lebih banyak dari jumlah yang
biasa digunakan (= 2,5%) karena preparasi protease sudah berumur tiga bulan,
sehingga diasumsikan sudah mengalami penurunan aktivitas dari protease yang baru
diproduksi. Perbedaan hasil yang diperoleh juga disebabkan oleh perbedaan alat
yang digunakan, pada penclitian alat yang digunakan adalah penangas bergoyang,
dengan kecepatan 4 rpm sedangkan pada industri kulit menggunakan drum dengan

kecepatan 7 rpm.

Gambar 11. Aplikasi Protease Bucillus megaterium DSM 319 sebagai Agensia
Pelepas Rambut (a) Kulit sebelum Perlakukan dan (b) Kulit
selelah Perlakukan




KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1) Protease asal Bacillus megaterium DSM 319 mempunyai karakter :

d.

c.

suhu aktivitas antara 30 °- 45 °C, dengan suhu optimum pada suhu 30 °C

nilai pH antara 6-8, dengan pH optimum pada pH &

aktivitas protease dihambat secara total oleh EDTA, namun distimulasi oleh ion
divalen kalsium (Ca®")

menghidrolisis kasein, hemoglobin, albumin (BSA), gelatin dan kolagen, dan

berat molekul sebesar 67,31 kD

23 Berdasarkan karakter tersebut maka protease Bacillus megaterium DSM 319

dikelompokkan sebagat protease logam.

Saran

Perlu ada penelitian lanjutan mengenai penerapan dari protease ini, sehingga

dapat digunakan secara lebih efesien dan efektif,diantaranya:

a.

pengaruh pemanasan dari enzim pada proses pemanasan dalam metode zimogram
sehingga dapat diperoleh visualisasi yang lebih baik dari enzim. |

mempelajari konsentrasi enzim yang tepat untuk pelepasan rambut, serta kualitas
kulit yang dihasilkan, pada proses penyamakan kulit dengan menggunaxan

protease Bacillus megaterium DSM 319.
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Lampiran 1. Bahan-bahan untuk Aktivitas Enzim Metode Walter (1988) yang
Dimodifikasi (Wahyuntari, 2001)

* Pembuatan Trichloro acetate acid (TCA) dilakukan dengan melarutkar
1,8 ¢ TCA dalam 100ml aquades

* Pembuatan I'olin (2:1) dilakukan dengan melarutkan Folin-Ciocealteu’s
phenol reagent 10 ml ke dalam aquades 20 ml. Larutan disimpan dalam
wadah berwarna gelap untuk kestabilan larutan setelah atau saat tidak
dipakai dan harus disimpan dalam kulkas. Lebih dalam keadaan segar
setiap akan digunakan.

* Pembuatan tirosin 5 mM dilakukan dengan menimbang l-Tyrosine
sebanyak 0,0453 g/50 ml. Tirosin dilerutkan dalam aquades 20-30 ml,
kemudian ditambahkan 1 tetes NaOH 10 M. Setelah larut seluruhnya,
larutan tirosin dikondisikan menjadi pH 9 dengan menambahkan HCI 0,1
N, kemudian ditambahkan larutan buffer pH 9 sampai 50 ml.

* Buffer Universal dibagi menjadi dua bagian yaitu larutan A dan larutan
B.v Larutan A dibuat dengan melarutkan asam sitrat 6,608 g, KH,POq
2,893 g, HoBO; 1,769 g dan asam dietilbarbiturat 5,266 g déngan
aquades sampai volumenya mencapai 1 liter. Larutan B dibuat dengan
melarutkan NaOH 0,8 g dalam 100 ml aquades. Larutan bufer universal
yang dikehendaki dapat dibuat dengan melarutkan 100 ml larutan A dan
menambahkan sedikit demi sedikit larutan B hingga pH yang
dikehendaki.

* Bufer Tris-HCI, tersusun dari larutan Tris (hidrosimetil) aminometana
dan larutan HC] 0,2 M. Larutan Tris (hidrosimetil) aminometana dibuat
dengan menimbang senyawa tersebut 24,2 g lalu melarutkannya dalam
1000 ml aquades. Larutan bufer diperoleh dengan mencampurkan

larutan Tris dengan larutan HCL sampai pll yang diinginkan.
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Lampiran 2. Kurva Standar Bradford
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Lampiran 3. Persamaan dari Marker Zimogram
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Lampiran 4. Bahan-bahan untuk SDS-PAGE

Bahan-bahan untuk SDS-PAGE terdiri dari larutan A, B, C dan ammonium
sulfat. Larutan A dibuat dengan melarutkan akrilamid 29,2 g dan bis-akrilamid 0,8g
dalam aquades 100ml. Selama pengadukan, larutan akrilamid ini harus ditutup oleh
parafilm sampai bahan-bahan larut secara keseluruhan. Larutan ini beracun dan
bersifat ncurotoxin. Larutan ini dapat disimpan dalam wadah kedap sinar selama
sebulan dalam lemar: es.

Larutan B atau gel ‘pcmisah 4x dibuat dengan melarutkan Tris-HCI (pH 8,8) 75
ml,"SDS (10%) 4 ml dalam aquades 21 ml. Larutan ini dapat disimpan dalan lemari
es selama sebulan.

Larutan C atau gel penahan 4x dibuat dengan melarutkan Tris-HCI (pHo6,8) 50
ml, SDS (10%) 4 ml dalam 46 ml 11,0. Larutan ini tahan disimpan dalam lemari es
selama sebulan.

Larutan 10% Amonium sulfat dibuat dengan melarutkan amonium sulfat 0,5 g
dalam aquades 5 ml. Larutan ini stabil dalam wadah tertutup dalam lemari es selama
sebulan.

Buffer clcktroforesis dibuat dengan melarutkan Trisma-Baze 3 g, glisin 14,4 g,
SDS (10%) 1 g dan ditambahkan air hingga volumenya mencapai | liter. Larutan ini
mempunyai pH akhir sekitar 8,3. Larutan ini disimpan dalam lemari es.

Sampel buffer 5x dibuat dengan melarutkan Tris-HCl IM (pH 6,8) 0,6 ml,
gliserol (50%) 5 ml, SDS (10%) 2 ml, 2-mercaptoetanol 0,5 ml, bromofenol biru
(1%) Iml dalam aquades 0,9 ml. Larutan ini stabil selama seminggu dalam lemari

es dan selama scbulan di frezzer.
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