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Abstract

The aim of the research was to measure the production of protease enzyme in alkaline and thermophilic of
bacteria Bacillus licheniformis. The protease enzyme signed by clear zone arround the bacteria colonies
on medium which contain 1% skimmed milk. The activities ofprotease enzyme treated by the period of
incubation, temperature and pH,, which measured by spectrophotometer at A 280 nm. The results showed
that the highest production of protease activity at 2 days incubation was 150,52 U/mL. At temperature

50°C andpH 10 they were 123,34 UlmL and 193,14 UlmL.
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Pendahuluan

ewasa iniindustri enzim telah berkembang

pesat dan menempati posisi penting dalam

bidang industri. Kesadaran masyarakat
terhadap masalah lingkungan yang semakin tinggi
serta adanya tekanan dari para ahli dan pecinta
lingkungan menjadikan teknologi enzim sebagai
salah satu altematif untuk menggantikan berbagai
proses kimiawi dalam bidang industri. *

Enzim adalah molekul protein kompleks
yang dihasilkan oleh sel hidup dan bekerja sebagai
katalisator dalam berbagai proses kimia di dalam
tubuh. Enzim pemecah protein atau protease sangat
penting dalam proses pencernaan untuk memecah
ikatan peptida dari protein yang dikonsumsi
menjadi asam-asam amino yang mudah diabsorpsi.
Di dalam dunia medis enzim protease digunakan
sebagai terapi untuk pengobatan tumor, radang,
kelainan darah dan pengaturan kekebalan. Selain

itu, karena protein diperlukan untuk membawa
kalsium yang terikat pada protein dalam darah,
kekurangan protease dapat menyebabkan artritis,
osteoporosis  dan penyakit-penyakit  lain yang
berkaitan dengan kekurangan kalsium. Karena
kalsium diubah menjadi glukosa, kekurangan
protein yang dicerna tubuh akan menyebabkan
kemurungan, ketidak-stabilan suasana hati (mooel)
dan mudah tersinggung. Protease juga mampu
mencema serpihan-serpihan yang tidak diinginkan
dalam darah termasuk bakteri dan virus. Oleh
karena itu, orang yang kekurangan protease
kekebalannya akan menurun sehingga ia lebih
rentan terhadap infeksi bakteri, virus dan jamur.'-
Selain itu, protease juga memiliki nilai ekonomi
yang tinggi karena aplikasinya yang sangat luas.
Industri  pengguna protease diantaranya ialah
industri detetjen, kulit, tekstil, makanan, hidrolisat
protein, pengolahan susu, farmasi, makanan, bir,
film, dan limbah.'-
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Bakteri dari Genus Bacillus memainkan
peranan utama dalam perkembangan industri.
Karena mempunyai sifat yang mudah dipelihara
dan dikembangbiakkan juga mempunyai karakter
yang beraneka ragam yaitu psikrofilik, mesofilik,
termofilik di samping itu alkalofilik, neutrofilik
dan asidofilik.. Bacillus licheniformis menghasil-
kan beberapa enzim ekstraseluler yaitu. o amilase,
amino peptidase, protease metal, ~-laktamase,
endo- N -asetilglukoaminidase dan lipase."

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui kemampuan bakteri B. licheniformis
yang dapat menghasilkan enzim protease yang
bersifat alkalin dan termofilik..

Bahan dan Cara Kerja

Bahan

a. Isolat sampel
B. licheniformis ditumbuhkan di dalam media
NutrientAgar (NA) miring.

b. Media seleksi enzim
1% susu skim, 0,1% pepton, 2% agar.

c. Media kultur bakteri
1% susu skim, 0,1% pepton di dalam bufer
glisin-NaOH pH 8,0

d. Uji aktivitas
0,1% azokasein dalam larutan buffer glycin-

NaOH 0,05 M pH 8, 10% asam trikhloroasetat
(TCA)

e. Karakterisasi pH

Substrat azokasein dengan variasi konsentrasi
bufer glisin-NaOH 0,05 M pH 7.,5; 8; 8,5; 9,0;
10,0; 11,0.

Cara Kerja
a. Isolat sampel

B. Licheniformis di dalam media NA diinkubasi
pada suhu kamar sampai berumur 3 hari.

b. Media seleksi

Media seleksi dituangkan ke dalam cawan petti
steril.. Setelah dingin satu ujung ose

B. licheniformis ditumbuhkan dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 2 hari.

c. Produksi inokulum.

Satu ujung ose B. licheniformis dimasukkan
ke dalam tabung reaksi berisi air steril,

dikocok dengan vorteks. Suspensi bakteri
diukur  kerapatan  optiknya (OD) dengan
spektrofotometer pada A 600 nm sampai OD
mencapai 0,5.

d. Media produksi enzim

Produksi protease dilakukan dengan
menginokulasikan 2,5 mL inokulum ke dalam
25 mL media kultur dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 1-6 hari di atas pengocok (shaker)
inkubator dengan kecepatan 120 rpm. Setiap
hari dilakukan pengambilan sampel sebanyak
3 mL dan dipisahkan filtrat dan endapannya
dengan cara disentrifugasi dengan kecepatan
10.160 x g selama 5 menit.. Filtrat digunakan
sebagai larutan enzim dan diuji aktivitas
proteasenya. °

Uji Aktiwitas Protease
a. Uji Kadar Asam Amino

Sebanyak 0,2 mL larutan enzim direaksikan
dengan 0,2 mL substrat 0,1% azokasein dalam
larutan buffer glycin-NaOH 0,05 M dengan pH 8
dan diinkupasi pada suhu 40°C selama 20 menit..
Reaksi dihentikan dengan menambahkan 0,6 mL
10% asam trikhloroasetat (TCA). Selanjutnya
disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama
5 menit dan filtrat dipisahkan dari endapan.
Pembacaan Optical density (OD) terhadap tirosin
yang dibebaskan dalam filtrat dilakukan dengan
spektrofotometer pada A 280 nm. Cara kerja yang
sama dilakukan untuk larutan standar tirosin dan
blanko berupa air suling. Pada blanko, enzim
ditambahkan setelah direaksikan dengan TCA.. Satu
unit aktivitas enzim protease didefinisikan sebagai
banyaknya enzim yang dapat menghasilkan 1 ug
tirosin dalam kondisi pengukuran tersebut..5

Aktivitas protease diuji dengan mengukur
kadar asam amino sebagai produk hidrolisis protein
dari susu skim oleh enzim protease. Larutan enzim
yang menghasilkan asam amino yang terlalu tinggi
diencerkan terlebih dahulu dan faktor pengenceran
digunakan dalam perhitungan aktivitasnya.

b. Karakterisasi suhu, pH dan stabilitasnya

Pengaruh pH dan suhu terhadap aktivitas
enzim diuji dengan cara mereaksikan larutan
enzim dengan variasi pH substrat azokasein 7,5-
11 dan variasi suhu 30-70°C.. Untuk uji stabilitas
enzim terhadap pH dan suhu, sampel diinkubasi
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pada pH dan suhu masing-masing selama 10 menit..
Selanjutnya dianalisis seperti yang telah dijelaskan
sebelumnya.

Hasil

Pada Gambar 1 dapat dilihat aktivitas
kualitatif protease dari B. licheniformis pada media
seleksi agar yang mengandung substrat susu skim
diperlinatkan dengan adanya zona bening di sekitar
koloni bakteri.

Pada Gambar 2 dapat dilihat aktivitas B.
licheniformis dengan waktu, inkubasi 1-6 hari.

Aktivitasnya dari 66,79-150,52 U/mL, pada hari
ke 2 didapat aktivitas protease tertinggi sebesar
150,52 U/mL.. Pada hari ke 3-6 tetjadi penurunan
aktivitas, terutama pada hari ke 4 walaupun pada
hari ke 5 tetjadi kenaikan lagi.

Pada Gambar 3 dapat dilihat pengaruh suhu
terhadap aktivitas protease. Aktivitas variasi dari
51,73- 123,35 U/mL.. Pada suhu inkubasi 30°C
sampai dengan 50°C tetjadi kenaikkan aktivitas,
tetapi pada suhu 60°C dan 70°C terjadi penurunan
aktivitas. Pada suhu 50°C didapat aktivitas
protease tertinggi sebesar 123,34 U/mL dengan
stabilitasnya sebesar 93,14 U/mL..

Gambar 1. Zona Bening di sekitar Koloni B. licheniformis
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Gambar 2. Aktivitas Protease Bakteri
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B. licheniformis dalam Waktu
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Gambar 4. Pengaruh pH terhadap Aktivitas Protease dan Stabilitas

Pada Gambar 4 dapat dilihat pengaruh pH
terhadap aktivitas protease, pada inkubasi 2 hari
dan suhu inkubasi 50°C didapat aktivitas berkisar
antara 98,3- 193,14 U/mL.. Sedangkan untuk
stabilitas enzim dengan waktu inkubasi 10 menit
berkisar 54,31- 83,11 U/mL.. Aktivitas tertinggi
didapat pada pH 10 sebesar 193,14 U/mL, terjadi
penurunan aktivitas setelah enzimnya diinkubasi
didalam larutan bufer selama 10 menit sebesar
71,88 %.

Pembahasan

Hasil pengujian secara kualitatif ditunjukkan

dengan adanya zona bening di sekitar koloni

mikroba. Hasil pengujian secara kualitatif adalah
dengan adanya lingkaran bening di sekitar koloni
dan pengujian secara semikualitatif adalah hasil
bagi diameter
koloni dan dinyatakan sebagai aktivitas protease

lingkaran jernih dengan diameter

secara relatif. 7

dilakukan
medium yang mengandung

Isolasi dengan  menggunakan

azo kasein, Kkarena
azo kasein merupakan substrat yang baik untuk
mengisolasi bakteri penghasil enzim protease dan

menginduksi sintesis enzim protease alkalin. sg
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Produksi protease dipengaruhi oleh waktu,
suhu, pH inkubasi. Dengan waktu, inkubasi 2
hari didapat aktivitas protease tertinggi. Hasil
penelitian dengan waktu inkubasi optimum selama
48 jam pada suhu 60°C dan pH 11.* Dilihat dari
kisaran suhu pertumbuhan, B.licheniformis ini
dapat digolongkan sebagai bakteri termofil.. Bakteri
termofil berkisar antara 45-65°C. . Aktivitas enzim
juga akan meningkat dengan meningkatnya suhu
sampai mencapai suhu optimumnya, tetapi setelah
melewati suhu optimumnya aktivitas enzim akan
menurun."-- Kondisi fermentasi merupakan faktor
penting untuk menghasilkan enzim.  Bacillus
sp. yang ditumbuhkan pada lingkungan alkali
menghasil-kan  enzim proteolitik yang alkali
lebih tinggi dibandingkan bila bakteri tersebut
ditumbuhkan pada lingkungan netral...s Protease
dari B.licheniformis mempunyai pH optimum untuk
aktivitasnya antara 8sampai 9. Stabil pada selang pH
yang luas dan dapat diinaktifkan dengan cepat pada
pH di bawah 5 dan di atas 11.2B. licheniformis KA-
08 sangat potensi menghasilkan enzim termostabil. .
B. licheniformis merupakan mikroorganisme yang
sangat potensial digunakan sebagai sumber enzim,
karena bersifat termofilik yang dapat hidup pada
suhu tinggi 50-65 °C.* Untuk B. licheniformis
N-2 menghasilkan maksimum proteolitik sebesar
123,29 PU/ml optimumnya pada suhu 60°C dan
pH 11 Berdasarkan suhu pertumbuhannya
mikroba digolongkan menjadi lima kelompok
yaitu  psikrofil tumbuh pada suhu -5-20°C,
mesofil suhu 20-45°C, termofil 45-65°C, termofil
ekstrim  65-85°C dan hipertermofil  85-100°CY
Menurunnya aktivitas mengikuti meningkatnya
suhu di atas optimum biasanya disebabkan oleh
perusakan enzim."- Kecepatan reaksi kimia akan
meningkat dengan meningkatnya suhu karena akan
mempercepat gerak termal molekul dan karenanya
akan meningkatkan bagian molekul yang memiliki
energi dalam jumlah yang cukup untuk memasuki
keadaan transisi.  Stabilitas enzim  protease
ditunjukkan dengan tidak tetjadinya penurunan
aktivitas setelah enzim diinkubasi selama 10
menit...s Pada suhu 70-80°C enzim akan mengalami
kerusakan yang mengakibatkan hilangnya aktivitas
enzim. Batasan ini tidak mutlak, karena ada enzim
tertentu. yang tahan terhadap pemanasan pada suhu
tinggi yaitu enzim termostabil dan ada juga enzim
yang optimum pada suhu rendah. Enzim-enzim
termostabil mempunyai karakteristik  biokimiawi
yang menarik.. Sifat termostabilitas enzim berkaitan

dengan bagian asam-asam amino yang bersifat
hidrofobik , intensitas interaksi elektrostatik dan
jembatan disulfida di antara asam amino penyusun
struktur protein. 1

Aplikasi enzim pada beberapa industri
menghendaki enzim-enzim yang dalam
beraktivitas tahan terhadap panas (termostabil).
Hal ini berkaitan dengan keuntungan Yyang
akan diperolen bila proses produksi dilakukan
pada suhu tinggi dapat menurunkan  resiko
kontaminasi,  meningkatkan  kecepatan  reaksi
sehingga menghemat waktu, tenaga dan biaya,
serta menurunkan viskositas larutan fermentasi
sehingga memudahkan proses produksi."-- Dalam
industri fermentasi protease alkalin merupakan
jenis protease yang paling banyak diaplikasikan
dalam bidang industri. ! Adanya mikroorganisme
yang unggul merupakan salah satu faktor penting
dalam usaha produksi enzim. Oleh karena itu,
penggalian  mikroorganisme  penghasil protease
perlu dilakukan di Indonesia. Keragaman hayati
yang tinggi memberikan peluang yang besar untuk
mendapatkan ~ mikroorganisme  yang potensial
untuk dikembangkan sebagai penghasil enzim
protease.

Aktivitas  tertinggi enzim protease  dari
Bacillus licheniformis pada penelitian ini pada
pH 10 dan pada suhu 50°C dapat digolongkan
sebagai enzim yang mempunyai kemampuan
bertahan pada lingkungan alkalin (tahan terhadap
basa) dan termofil (tahan terhadap suhu tinggi)
sehingga dapat digunakan untuk biodeterjen.
Enzim alkalin dan termofil merupakan unsur
penting dalam biodeterjen, Protease memiliki pH
optimum antara 9 dan 10, apabila ditambahkan ke
dalam biodeterjen dapat menghilangkan kotoran
dari protein. s B. licheniformis adalah bakteri
berbentuk batang gram-positif. Banyak digunakan
untuk keperluan industri seperti produksi enzim,
antibiotik dan metabolit kecil.. Suhu pertumbuhan
optimalnya adalah 50°C, tetapi dapat juga bertahan
pada suhu yang lebih tinggi. Suhu optimal untuk
sekresi enzim adalah 37°C. Bakteri ini dapat
bertahan hidup di lingkungan yang keras dengan
mengubahnya  berbentuk  spora tetapi apabila
kondisi baik, ia akan kembali ke dalam keadaan
vegetatif. 1

B. licheniformis adalah mikroorganisme
tanah  membentuk  spora yang memberikan
kontribusi  untuk siklus nuttisi  dan  memiliki
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aktivitas anti jamur. Ada penelitian terkini tentang
B. licheniformis (strain SB3086) dan efek sebagai
fungisida mikroba. Novozymes  Biofungicide
Green Releafberisi B. licheniformis strain SB3086
sebagai bahan utama aktif fungisida. Dapat
digunakan pada lapangan rumput, tumbuhan
runjung, bibit pohon, rumput hias dan tanaman hias
di luar ruangan, rumah kaca, dan situs pembibitan."--
Laju reaksi enzim meningkat pada pH alkalin
kemudian berkurang setelah pada pH maksimum
telah tercapai. Dapat dibandingkan dengan isolat
Bacillus macerans PL3 dalam media dedak sebesar
113,52 .10-2U/mU sedangkan setelah pemurnian
isolat  Bacillus  sp. menghasilkan aktivitas
spesifiknya 43,02 U/mg (kromatografi —penukar
ion DEAE Sephadex A 50),21isolat Aktinomisetes
BYL-15 dan BYL-28 yang menunjukkan aktivitas
enzim tertinggi, masing-masing 106,450 U/mL
dan 100,00 U/mL filtrat biakan 1, dan dari isolat
Bacillus sp. DA 5.2.3 dan L5 masing-masing 2,0
U/mL dan 1,4 U/mL.2

Kesimpulan
Kemampuan  produksi  enzim  protease
dari bakteri Bacillus licheniformis  memiliki

kemampuan, dimana dengan waktu. 2 hari inkubasi
memiliki aktivitas tertinggi sebesar 150,52 U/mL,
pada pH 10 sebesar 193,14 U/mL dan pada suhu
50°C sebesar 123,34 U/mL..
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