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KARAKTERISASI ENZIM PROTEASE DARI BAKTERI Stenotrophomonas sp.
ASAL GUNUNG BROMO, JAWA TIMUR
[Characterization of Protease Enzymes of Stenotrophomonas sp.
Bacteria from Bromo Mountain, East Java]

Yati Sudaryati Soeka™ dan Sulistiani
Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi- LIPI,
J1. Raya Jakarta- Bogor Km 46, Cibinong 16911
email: ceuceu_lipi@yahoo.com

ABSTRACT

Protease is an enzyme that can hydrolyze protein into simpler compounds, i.e peptides and amino acids. Microbial Proteases have the
potency to be applied in industries such as detergents, skins, silver recovery, dairy, baking, beverages and pharmaceutical industries. These
hydrolytic enzyme are efficiently involved in the food industry to increase the nutritional value, digestibility, palatability, flavour and reduc-
ing allergenic compounds as well as in the management of domestic and industrial wastes. The purpose of this study was to investigate the
ability of Stenotrophomonas sp. isolated from Mount Bromo, East Java in producing protease. Protease activity of the bacterial isolate was
qualitatively determined by formation of a clear zone surrounded their colonies on media containing skim milk (1%). We analyzed its
proteolic activity against some effects of the incubation period, pH, temperatures and addition of monovalent and divalent metal ionsquanti-
tatively using a spectrophotometer at A 280 nm.The results showed that the optimum activity after incubation for two days was 315.88 U/
mL. The enzyme has continued to its activity at pH 8 (419.68 U/mL) and maintained its stability at 398.22 U/mL with activities decreased to
94.87%, while its activity at 60°C was 519.86 U/mL and could maintain its stability at 419.58 U/ mL, the activity decreased to 74.75%. The
addition of Ca®" could activated its enzyme activity at the amount of 424.33U/mL, while without addition of the ion its activity was 400.29
U/mL. The addition with ion Mn?", K*, Na* and Cu ** could act as inhibitors that might reduced the activity of the enzyme.

Key words: protease, Stenotrophomonas sp., pH, temperature, metal ions.

ABSTRAK

Protease merupakan enzim yang dapat menghidrolisis protein menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana seperti peptida dan asam
amino. Protease mikroba memiliki potensi untuk aplikasi di industri seperti deterjen, kulit, perak pemulihan, susu, baking, minuman dan
industri farmasi. Enzim hidrolitik ini secara efisien terlibat juga di dalam industri makanan yaitu untuk meningkatkan nilai gizi, kecernaan,
palatabilitas, rasa dan mengurangi alergi serta dalam pengelolaan limbah domestik dan industri. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengkarakterisasi enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri Stenotrophomonas sp. yang diisolasi dari Gunung Bromo Jawa Timur.
Aktivitas enzim protease dari isolat bakteri tersebut secara kualitatif ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni pada media
yang mengandung susu skim 1%. Pada penelitian ini telah dianalisis aktivitas enzim protease terhadap pengaruh waktu inkubasi, variasi pH,
variasi suhu dan penambahan ion-ion logam monovalen dan divalen (1 mM) secara kuantitatif menggunakan spektrofotometer pada A 280
nm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas optimum setelah diinkubasi selama dua hari adalah sebesar 315,88 U/mL. Enzim
menunjukkan aktivitas optimal pada pH 8, yaitu sebesar 419,68 U/mL dan stabil pada 398,22 U/mL mengalami penurunan aktivitas sebesar
94,87%. Pengujian pada suhu 60°C menunjukkan aktivitas sebesar 519,86 U/mL dan stabil pada 419,58 U/mL, mengalami penurunan
aktivitasnya sebesar 74,75%. Penambahan ion Ca® mampu meningkatkan aktivitas enzim menjadi sebesar 424,33 U/mL, sedangkan tanpa
penambahan ion logam aktivitas enzim adalah sebesar 400,29 U/mL, penambahan ion logam Mn?*, K*, Na* dan Cu®’ berperan sebagai
inhibitor yang dapat menurunkan aktivitas enzim.

Kata kunci: protease, Stenotrophomonas sp, pH, suhu, ion logam.

PENDAHULUAN seluruh dunia (Sawant dan Nagendran, 2014; Souza

Perkembangan enzim sudah semakin pesat dan
menempati posisi penting dalam bidang teknologi
dan industri. Enzim merupakan katalisator pilihan
yang diharapkan dapat dampak
pencemaran dan pemborosan energi karena reaksinya
tidak membutuhkan energi tinggi, bersifat spesifik
dan tidak beracun (Li et al., 2012).

Protease merupakan enzim yang dapat
menghidrolisis protein menjadi senyawa-senyawa
yang lebih sederhana seperti peptida dan asam amino
(Rezakhani et al., 2014). Protease adalah salah satu
enzim yang memiliki prospek paling baik untuk

mengurangi

dikembangkan, karena dipandang cukup luas
aplikasinya dalam berbagai industri, baik pangan
maupun non pangan yang diperjual belikan di

et al., 2015; Rawat, 2015). Protease memiliki potensi
untuk aplikasi dalam industri pangan, antara lain
untuk meningkatkan nilai gizi, palatabilitas, rasa,
pengolahan susu menjadi keju, penjernihan bir,
pembuatan cracker dan industri farmasi mengurangi
senyawa alergenik, membantu pencernaan pada
pankreas, mencegah atau mengobati penyakit seperti
kanker, juga industri non pangan yaitu industri
deterjen, penyamakan kulit, tekstil serta bermanfaat
dalam pengelolaan limbah domestik dan industn
(Gupta et al., 2002; Li et al, 2012; Sawant dan
Nagendran, 2014; Vanitha et al., 2014; Singh et al.,
2016).

Biakan mikroorganisme seperti bakteri, virus,
jamur dan protozoa memiliki kemampuan dapat

*Diterima: 19 Desember 2016 - Diperbaiki: 15 Maret 2017 - Disetujui.: 12 Mei 2017
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memproduksi protease (Arastu-Kapur et al., 2008).
Ditinjau secara ekonomi enzim protease dari
mikroorganisme lebih menguntungkan karena
mikroorganisme pertumbuhannya cepat, dapat
tumbuh pada substrat yang murah, lebih mudah
ditingkatkan hasilnya melalui pengaturan kondisi
pertumbuhan dan rekayasa genetika, serta mampu
menghasilkan enzim yang dengan kondisi ekstrim
(Singh et al., 2016).

Menurut hasil penelitian dari Ribitsch et al.
(2012) Stenotrophomonas maltophilia berperan
sangat baik sebagai biodetergen, beberapa strain
mempunyai aktivitas protease yang baik di dalam
media padat agar yang mengandung susu skim.
Enzim dapat mempercepat hampir semua reaksi
menunjukkan daya katalitik yang luar biasa dan
merupakan kunci untuk proses biologis pada suatu
senyawa makromolekul spesifik (Bisswanger, 2014;
Warshel dan Bora, 2016).

Marga Stenotrophomonas secara filogenetik
masuk dalam sub kelas Proteobacteria. Marga ini
mempunyai banyak peranan penting di lingkungan.
Jenis-jenis dalam marga Stenotrophomonas ini
memiliki peran ekologi penting dalam siklus unsur di
alam, sebagai agen biokontrol, bioremediasi dan
lainnya (Romanenko et al., 2008, Wolf et al., 2002,
Zhang et al., 2000; Xiuqin ef al., 2013). Penelitian ini
bertujuan untuk mengkarakterisasi enzim protease
yang dihasilkan oleh bakteri Stenotrophomonas sp.
yang diisolasi dari Gunung Bromo Jawa Timur.

BAHAN DAN CARA KERJA
Biakan dan Media Pertumbuhan

Bakteri Stenotrophomonas sp. yang diisolasi
dari sampel air kran rumah penduduk yang berasal
dari sumber air tanah Desa Sapi Kerep, Kecamatan
Sukapura Kabupaten Probolinggo pada ketinggian
1215 m di atas permukaan laut dan koordinat
07°54.740S 113°02.189E. Gunung Bromo Jawa
Timur ditumbuhkan pada media agar nutrien dengan
komposisi: beef extract 3 g, pepton 5 g, agar 20 g
dilarutkan dalam satu liter akuades, kemudian di-
inkubasi pada suhu 37 °C dalam inkubator selama
tiga hari.

Media Seleksi Enzim Protease secara kualitatif
Seleksi isolat yang mempunyai kemampuan
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merombak protein digunakan media protease agar
dengan komposisi 1% susu skim, 0,1% pepton, 0,1%
KH,POy, 0,05% MgS0,4.7H,0, 2% agar (Cappuccino
dan Sherman, 1983). Biakan Stenotrophomonas sp.
ditumbuhkan/diinokulasikan ke dalam media seleksi,
kemudian diinkubasi di dalam inkubator pada suhu
37 °C selama 2 hari. Hasil yang positif secara
kualitatif ditunjukkan dengan terbentuknya zona
bening di sekitar koloni. Hasil bagi antara diameter
zona bening dan diameter koloni dinyatakan sebagai
hasil pengujian secara semi kuantitatif aktivitas
enzim protease relatif (Naiola dan
Widhyastuti, 2002).

s€cara

Media Produksi untuk Pembuatan Starter
Bakteri

Biakan Stenotrophomonas sp. diinokulasikan ke
dalam media pertumbuhan yang mengandung 1%
susu skim, 1% pepton, 0,5% ekstrak khamir, pada
pH 8,0, kemudian diinkubasi selama 2 hari pada
suhu 37 °C di dalam pengocok Bio-Shaker BR-300
LF dengan kecepatan 120 rpm.

Media Produksi Protease

Produksi protease dilakukan berdasarkan
metode Cappuccino dan Sherman (1983), yaitu
dengan menginokulasikan starter sebanyak 1% ke
dalam 25 mL media produksi dengan pH 8 dan
diinkubasikan pada suhu 37 °C selama 6 hari di
dalam pengocok Bio-Shaker BR-300 LF dengan
kecepatan 120 rpm. Setiap hari dilakukan
pengambilan sampel sebanyak 2.5 mL dan
dipisahkan supernatan dan endapannya dengan cara
disentrifugasi (Kubota Model 5910) pada kecepatan
2270 g selama 5 menit. Supernatan digunakan
sebagai larutan enzim dan diuji aktivitas proteasenya.

Pengujian Aktivitas Protease Secara Kuantitatif
Sebanyak 0,2 mL larutan enzim direaksikan
dengan 0,2 mL substrat azokasein 0,1% dalam bufer
glycin-NaOH 0,05 M, pH 8, kemudian diinkubasikan
pada suhu 40 °C selama 20 menit. Reaksi dihentikan
dengan menambahkan sebanyak 0,6 mL asam
trikhloroasetat (TCA 10%). Selanjutnya campuran
reaksi disentrifugasi (Kubota Model 6500) pada
kecepatan 10.160 g selama 5 menit dan supernatan
dipisahkan dari endapan. Selanjutnya dilakukan
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pembacaan terhadap kerapatan optiknya (OD)
dengan spektrofotometer pada A 280 nm. Satu unit
aktivitas enzim protease dinyatakan sebagai
banyaknya enzim yang dapat menghasilkan 1 g
tirosin pada kondisi pengukuran tersebut. Tirosin
digunakan sebagai standar (0-100 mg/mL) (Yang
dan Huang, 1994).

Karakterisasi enzim protease
Pengaruh waktu inkubasi

Pengaruh waktu inkubasi terhadap aktivitas
enzim protease, dilakukan pengamatan dan
pengujian aktivitas enzim setiap hari, mulai hari
pertama sampai hari ke keenam masa inkubasi.

Pengaruh suhu terhadap stabilitas enzim.

Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim
protease diuji dengan cara mengukur aktivitasnya
pada suhu 30; 35; 40; 50; 60 dan 70 °C dengan lama
waktu inkubasi yang optimum. Uji pengaruh suhu
terhadap stabilitas dari pada aktivitas enzim
dilakukan dengan cara menginkubasi enzim pada
berbagai suhu inkubasi selama 10 menit, kemudian
dilakukan pengukuran aktivitasnya.

Pengaruh pH terhadap stabilitas enzim.

Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease,
diuji dengan cara melakukan pengujian aktivitas
enzimatik dalam larutan bufer glisin dengan waktu
inkubasi pada suhu optimum. Larutan bufer yang
digunakan adalah 0,05 M bufer glisin NaOH pada
pH 7,5; 8; 8,5; 9,0; 10,0; 11,0. Uji pengaruh pH
terhadap stabilitas enzim dilakukan menggunakan
bufer dengan beberapa variasi pH selama 10 menit
sebelum dilakukan pengukuran aktivitasnya.

Pengaruh ion logam terhadap stabilitas enzim.

Pengaruh penambahan ion logam Ca?’, Mn2",
K*, Na* dan Cu?" dalam bentuk garam CaCl,, MnCl,,
KCl, NaCl dan CuCl,yang bersifat aktivator atau
inhibitor terhadap aktivitas enzimatik, dilakukan
pada kondisi waktu inkubasi, suhu dan pH optimum
bagi aktivitas enzim.

HASIL

Bakteri Stenotrophomonas sp. yang diisolasi
dari sampel air di Gunung Bromo memiliki

kemampuan dalam merombak koloidal kitin
menghasilkan enzim kitinase (Soeka and Sulistiani,
2011), selain itu juga menghasilkan enzim protease
yang mampu merombak susu skim. Bakteri
Stenotrophomonas sp. tersebut dipelihara dalam
media Nutrient Agar (Gambar 1 A).

Pengujian secara kualitatif menunjukkan bahwa
isolat yang memiliki protease dapat
ditandai dengan terbentuknya zona bening disekitar
koloni (halo zone) pada media susu skim (Gambar 1
B). Hasil penghitungan secara semi-kuantitatif
menunjukkan bahwa Stenotrophomonas sp. memiliki
nilai relatif sebesar 3,33 setelah diinkubasi selama
tiga hari. Selanjutnya biakan tersebut diuji
kemampuan aktivitas proteolitik secara kuantitatif.

Pengujian mengenai pengaruh lama waktu
inkubasi terhadap aktivitas enzim dilakukan melalui
pengamatan selama enam hari dalam media
pertumbuhan. Hasil pengujian menunjukkan bahwa
aktivitas enzim mengalami fluktuasi berkisar antara
106,72 - 315,88 U/mL.

Aktivitas optimum terjadi pada hari kedua, yaitu
sebesar 315,88 U/mL sedangkan pada hari ke tiga
sampai hari keenam mengalami penurunan aktivitas
(Gambar 2).

Aktivitas optimum enzim pada pH 8 vyaitu
sebesar 419,68 U/mL, karena pada pH 8,5, pH 9, pH
10 dan pH 11 enzim mengalami penurunan aktivitas
masing-masing sebesar 367,33 U/mL, 108,3 U/mL,
129,06 U/mL, dan 115,52 U/mL (Gambar 3).
Aktivitas enzim secara optimum terjadi pada pH 8,
namun mengalami penurunan menjadi 398,22 U/mL
(94,87%). Stabilitas enzim pada pH 7; pH 8,5; pH
9; pH 10 dan pH 11 masing-masing adalah sebesar
289,3 U/mL, 258,12 U/mL, 135,21 U/mL, 130,45 U/
mL, dan 122,76 U/mL dengan aktivitas masing-
masing menurun menjadi sebesar 98,92%, 70,27%,
64,91%, 77,83% dan 97,80%.

Hasil pengujian pada enzim protease
Stenotrophomonas sp. menunjukkan bahwa suhu
mempengaruh aktivitas enzim. Suhu mempengaruhi
aktivitas enzim dengan fluktuasi berkisar antara
423,29 — 519,86 U/mL. Aktivitas optimum enzim
terjadi pada suhu 60 °C yaitu sebesar 519,86 U/mL.
Pada suhu 70 °C enzim mengalami penurunan
aktivitas yaitu sebesar 444,04 U/mL, sedangkan pada
suhu 30 °C, 35 °C, 40 °C, 50 °C aktivitas enzim

aktivitas
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Gambar 1. A. Bakteri Stenotrophomonas sp. ditumbuhkan dalam media Nutrient Agar (Bacteria Steno
trophomonas sp. to be grown in Nutrient Agar media)

B. Zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri Stenotrophomonas sp. pada media susu

skim (Clear zone formed around colonies of bacteria Stenotrophomonas sp. on Skim Milk

Media)

Alktivitas Protease (U/mL)
(Protease activity)
o
>

250 -
200 A
100 4
50 A l
0 T T
1 2 3 4 5 G

‘Waktu inkubasi (hari)
[Incubation period (days)]

Gambar 2. Pengaruh waktu inkubasi terhadap aktivitas enzim protease (Effect of incubation periode on enzyme

activity)

masing-masing adalah sebesar 450,36 U/mL, 442,24
U/mL, 423,29 U/mL, 473,83 U/mL. Stabilitas enzim
pada suhu 60 °C menunjukkan terjadinya penurunan
setelah diinkubasi selama 10 menit yaitu menjadi
419,58 U/mL, sehingga menunjukkan bahwa akti-
vitas menurun menjadi sebesar 74,75%. Stabilitas
enzim pada suhu 30, 35, 40, 50 dan 70 °C masing-
masing adalah sebesar 429 U/mL, 422,34 U/mL,
400,67 U/mL, 428,76 U/mL dan aktivitasnya masing
- masing menurun menjadi sebesar 95,26%, 95,50%,
94,66%, 90,49% dan 73,51% (Gambar 4).

Pengaruh penambahan ion logam Ca?" dari
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garam divalen CaCl, sebagai aktivator, berperan
penting karena dapat menaikkan aktivitas enzim
yaitu sebesar 424,33 U/mL, dibandingkan tanpa
penambahan ion logam (kontrol), yaitu sebesar
400,29 U/mL. Sedangkan penambahan ion-ion Mn?",
K*, Na" dan Cu*"dari garam divalent dari MnCl,,
KCI, NaCl dan CuCl, berperan sebagai inhibitor
(penghambat), schingga aktivitas enzim menurun
dibandingkan tanpa penambahan ion logam, yaitu
masing-masing sebesar 317,34 U/mL, 394,12 U/mL,
223,31 U/mL dan 273,06 U/mL (Gambar 5).
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Gambar 3. Pengaruh pH terhadap aktivitas dan stabilitas enzim (Effect of pH on enzymatic activity and
stability).
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Gambar 4. Pengaruh suhu terhadap aktivitas dan stabilitas enzim (Effect of temperature on activity and
stability of enzyme).
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Gambar 5. Pengaruh penambahan ion-ion logam terhadap aktivitas enzim (Effect of metal ions addition on

enzyme activity).

PEMBAHASAN

Enzim protease secara fisiologis diperlukan
untuk organisme hidup, enzim ini dapat diperoleh
dari beberapa sumber, seperti pada tanaman, hewan
dan mikroorganisme (Sawant dan Nagendran, 2014).
Enzim protease yang digunakan dalam bidang
industri umumnya dihasilkan oleh mikroorganisme
(Naiola dan Widhyastuti, 2002).
protease dengan menggunakan mikroorganisme ini
sesuai dengan penelitian Melliawati et al (2015)
bahwa penggunaan mikroorganisme untuk produksi

Hasil enzim

enzim, khususnya protease mempunyai beberapa
kelebihan, diantaranya mudah diproduksi dalam
skala besar, waktu produksi relatif pendek serta
dapat diproduksi secara berkesinambungan dengan
biaya yang relatif rendah.

Bakteri mampu
merombak susu skim membentuk zona bening

Stenotrophomonas ~ sp.

(Gambar 1 B) menurut hasil penelitian dari Patil et
al. (2015) media susu skim agar baik digunakan
untuk  seleksi  mikroorganisme yang dapat
mensekresikan enzim-enzim proteolitik ekstraseluler
menghasilkan enzim protease secara kualitatif
sehingga membentuk areal bening di sekitar koloni
dan menurut Setyati dkk. (2015) bahwa secara umum
substrat  (susu  skim) dimanfaatkan  oleh
mikroorganisme untuk pembelahan sel, pertumbuhan

biomassa, pemeliharaan sel dan menghasilkan
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produk metabolit. Menurut Vijayaraghavan dan
Vincent (2013) apabila zona bening di sekitar koloni
kurang jelas seharusnya ditambahkan Bromocresol
greens sebagai pewarna, agar supaya zona bening di
sekitar koloni terlihat jelas.

Mengkarakterisasi enzim protease pada Gambar
2, 3, 4 dan 5 sesuai dengan anjuran Patil ef al. (2015)
bahwa parameter-parameter yang perlu diperhatikan
pada proses fermentasi untuk dapat menghasilkan
ikubasi,
pengaruh pH dan pengaruh suhu, juga penambahan
ion logam.

Waktu
protease adalah setelah diinkubasi selama dua hari
(Gambar 2), berbeda nyata dengan waktu inkubasi 1,
4, 5 dan 6 hari menurut Bentubo dan Gompertz
(2014) inkubasi adalah waktu yang
diperlukan enzim untuk berikatan dengan substrat,

enzim yang optimum adalah waktu

inkubasi optimum aktivitas enzim

bahwa

jika waktu inkubasinya singkat, aktivitas enzim akan
rendah karena singkatnya waktu berinteraksi yang
mengakibatkan interaksi tidak berlangsung secara
keseluruhan sehingga produk yang dihasilkan sedikit
juga inkubasi lamapun nutrisi untuk pertumbuahn
mikroorganisme menurun bahkan habis dan menurut
Rodarte et al. (2011) kasein merupakan substrat yang
baik untuk mengisolasi bakteri peng-hasil enzim
protease dan menginduksi sintesis enzim protease
alkalin.
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pH sangat berpengaruh terhadap aktivitas
enzim pada Gambar 3 memperlihatkan bahwa
aktivitas enzim optimum pada pH 8 menurut Nowlan
et al (2006) berbagai mikroorganisme yang
ditemukan dari air tanah dan air panas mampu
menghasilkan protease alkalin. Sesuai dengan hasil
penelitian dari Kuddus dan Ramteke (2009; 2011)
produksi  enzim  protease  Stenotrophomonas
maltophilia MTCC 7528 optimum terjadi pada pH
alkalin yaitu pH 9 suhu 20 °C dan pH netral pada pH
7 suhu 15 °C setelah diinkubasi selama 120 jam
masing-masing di dalam media produksi. Demikian
juga hasil penelitian dari Saba et al. (2012) bahwa
enzim protease yang berasal dari Stenotrophomonas
sp. yang diisolasi dari sampel tanah Thajiwas gletser
dari Kashmir, India bersifat alkalin psikhrotoleran,
mempunyai aktivitas optimum pada pH 10,0 dan
suhu 15 °C. Enzim yang mempunyai suhu optimum
di suhu rendah baik digunakan secara efisien pada
pencucian untuk menghilangkan noda teh pada kain
sutra halus yang rentan terhadap suhu tinggi. Variasi
pH pada penelitian ini diterapkan dalam suasana
alkalin, hal tersebut di dasarkan pada pendapat
Widhyastuti et al. (2001), bahwa protease relatif
stabil pada kisaran netral sampai basa dan tidak
stabil pada kisaran pH asam.

Hasil penelitian Stenotrophomonas sp. suhu
optimal untuk produksi protease pada suhu 60 °C
(Gambar 4), menurut Vanitha et al. (2014) protease
alkali yang dihasilkan oleh mikroorganisme ditandai
dengan aktivitas tinggi pada pH basa diperlukan suhu
optimal sekitar 60 °C, cocok untuk diaplikasikan di
dalam industri. Menurut Dodia et al. (2008) beberapa
tahun terakhir diperlukan mikroorganisme yang
mempunyai sifat termofilik, psikhrofilik dan
halofilik sebagai sumber protease yang digunakan
untuk industri. Hasil penelitian dari
Stenotrophomonas sp. sesuai hasil penelitian dari
Xiuqin et al. (2013) Stenotrophomonas maltophilia
SmP-D2 mempunyai kisaran aktivitasnya pada suhu
30-70 °C dan pada pH 6-11, sedangkan aktivitas
optimumnya adalah pada suhu 60 °C dan pH 9. Hasil
penelitian dari Stenotrophomonas sp. mempunyai
stabilitas akitivitas pada suhu 30 °C 95,26% selama
10 menit, tidak sesuai dengan stabilitas enzim hasil
penelitian dari Xiuqin et al. (2013) yang mempunyai
stabilitas terhadap aktivitasnya sebesar 100% pada

suhu 30 °C selama 6 hari, dan tetap stabil pada 50°C
setelah 2 jam diinkubasi. Hilangnya aktivitas sebesar
60% terjadi pada suhu 65 °C dan denaturasi 100%
pada suhu 80 °C, setelah inkubasi selama 2 jam.
Hasil penelitian dari Miyaji et al. (2005) pada S.
maltophilia SmP-1 mempunyai pH optimum pada
pH 12. Secara umum, semua enzim protease yang
mempunyai pH optimum dalam kisaran 9-12 dan
rentang suhu 40-70 °C dapat digunakan secara
kompatibel sebagai bahan aditif deterjen (Beg dan
Gupta, 2003), sehingga bermanfaat dalam industri
deterjen. Dilihat dari kisaran suhu yang diperlukan
untuk pertumbuhan, Stenotrophomonas sp. pada
suhu 50-60 °C mempunyai aktivitas dan stabilitas
tinggi. Menurut Rudiger et al. (1994) bakteri yang
mempunyai aktivitas tinggi pada suhu 45-65 °C
digolongkan sebagai bakteri termofil. Aplikasi enzim
pada beberapa industri menghendaki enzim-enzim
yang dalam beraktivitas tahan terhadap panas
(termostabil). Hal ini berkaitan dengan keuntungan
yang akan diperoleh bila proses produksi dilakukan
pada suhu tinggi yaitu menurunkan resiko
kontaminasi, meningkatkan  kecepatan  reaksi
sehingga menghemat waktu, tenaga dan biaya untuk
kebutuhan pendinginan, serta menurunkan viskositas
larutan fermentasi sehingga memudahkan proses
produksi (Rahayu, 2004; Akhdiya, 2003; Laishram
dan Pennathur, 2016).

Salah satu parameter yang perlu diperhatikan
pada proses fermentasi adalah penambahan ion
logam. Menurut hasil penelitian dari Kuddus dan
Ramteke (2011) beberapa enzim memerlukan
aktivator di dalam reaksi katalisnya dengan
menambahkan beberapa ion logam. Aktivator adalah
senyawa atau ion yang dapat menaikkan kecepatan
reaksi enzimatis untuk mencegah adanya inhibitor,
yaitu senyawa atau ion yang dapat menghambat
aktivitas enzim atau yang dapat menghentikan reaksi
enzim (Bisswanger, 2014). Penambahan ion logam
Ca®" dapat menaikkan aktivitas enzim (Gambar 5)
sedangkan penambahan ion-ion logam Mn?, K*, Na"
dan Cu®" menurunkan aktivitas enzim jadi berperan
sebagai inhibitor, sedangkan hasil penelitian dari
Xiugin et al. (2013) penambahan ion logam Cu*",
Ca® dan K’ menunjukkan dapat meningkatkan
aktivitas enzim dari S. maltophilia strain D2, dengan
sedangkan ion Ag" dan Mg*" memiliki sedikit efek
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terhadap aktivitas enzim.

KESIMPULAN
Aktivitas
setelah diinkubasi selama dua hari adalah sebesar
315,88 U/mL. Enzim menunjukkan aktivitas optimal
pada pH 8 sebesar 419,68 U/mL namun stabilitasnya
menurun menjadi 398,22 U/mL dengan aktivitas

optimum  Stenotrophomonas  sp.

sebesar 94,87%, sedangkan pada suhu 60 °C sebesar
519,86U/mL namun stabilitasnya menurun menjadi
419,58 U/mL, dengan aktivitas sebesar 74,75%. Ion
logam Ca®" berperan sebagai aktivator dalam
menaikkan aktivitas enzim menjadi sebesar 424,33
U/mL, dibandingkan tanpa penambahan ion logam
(kontrol), yaitu sebesar 400,29 U/mL. Ion logam
Mn?", K', Na" dan Cu®" berperan sebagai inhibitor
masing-masing aktivitasnya 317,34 U/mL , 394,12
U/mL , 223,31 U/mL dan 273,06 U/mL lebih kecil
dari tanpa penambahan ion logam (kontrol).

SARAN

Karakteristik enzim protease dari
Stenotrophomonas sp. ini mempunyai aktivitas dan
stabilitas yang baik pada kondisi pH basa, suhu
tinggi dengan waktu inkubasi yang cepat selanjutnya
akan digunakan sebagai starter untuk membuat
tepung dari umbi-umbian dan serealia secara
fermentasi.
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