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ABSTRACT 

 
This research was aimed to determine the characteristics of crude proteases extracted 

from Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-14396, namely the stability of enzyme during 
storage at low temperature, the optimum pH and temperature, kinetic constants (Vm and 
Km) and some inhibitors and activators that influence the enzyme activity and to evaluate 
the stability of enzyme during storage at low temperature. 

 The results showed that the stability of protease extracted from Bacillus 
amyloliquefaciens NRRL B-14396 decreased with time when stored at 4oC. It was found 
two classes of protease, i.e. the one with an optimum pH of 7.5, classified as the neutral 
protease, and that with the optimum pH of 9.0, known as alkaline protease. The activity 
levels of the neutral and alkaline proteases were 0.475 Unit/ml and 0.410 Unit/ml, 
respectively. The optimum temperature was 50oC, at which the activity level was of 0.516 
Unit/ml. Ca2+ ion functions as a stabilizer whereas Zn2+ and Fe2+ ions as activators. The 
addition Mg2+ ion, SDS, and EDTA inhibited the activity. The respective values of Km and 
Vm of the neutral protease were 0.167% and 0.633 Unit/ml, while those values of the 
alkaline protease were 0.661% and 0.924 Unit/ml. 
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PENDAHULUANPENDAHULUANPENDAHULUANPENDAHULUAN    

 

Menurut pendapat Saraswati (1992) 

dalam Nuraini (2002), enzim merupakan 

salah satu produk industri dan mempunyai 

nilai ekonomis yang cukup tinggi di 

pasaran dunia saat ini. Produk enzim yang 

memiliki prospek baik untuk dikembangkan 

adalah protease, amilase, amiloglukosidase 

karena dipandang cukup luas 

penggunaannya dalam berbagai industri 

terutama industri pangan. Diperkirakan 

nilai perdagangan enzim di seluruh dunia 

adalah 1 milyar USD dan 75 % adalah 

enzim hidrolitik. Protease merupakan satu 

dari tiga kelompok terbesar dari industri 

enzim dan diperkirakan sebesar 60% dari 

perdagangan enzim di seluruh dunia (Rao 

et al., 1998). 

Protease adalah enzim yang dapat 

menghidrolisis ikatan peptida pada protein. 

Enzim protease merupakan salah satu 

enzim yang banyak digunakan baik dalam 

industri pangan maupun non pangan. Di 

bidang industri pangan penggunaan enzim 

protease adalah dalam industri keju, bir, 

roti dan daging, sedangkan di bidang non 

pangan paling banyak digunakan di industri 

detergen, farmasi, fotografi, tekstil dan 

kulit (Suhartono, 1989). 

Sumber enzim bisa berasal dari hewan, 

tanaman dan mikroorganisme, dan untuk 

keperluan industri biasanya enzim 

diperoleh dari mikroorganisme. Protease 

yang dihasilkan dari mikroorganisme 

mempunyai beberapa keunggulan bila 

dibanding protease dari sumber lainnya, 

karena dapat diproduksi dalam jumlah 

besar, produktivitasnya mudah 

ditingkatkan, mutu lebih seragam, harga 

lebih murah, dapat ditumbuhkan dengan 

cepat, pertumbuhannya mudah diatur, 
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enzim yang dihasilkan mudah diisolasi. 

Keunggulan lainnya adalah mikroorganisme 

dapat hidup dan berkembang biak dalam 

media limbah pertanian yang relatif lebih 

murah. Adanya mikroorganisme unggul 

merupakan salah satu faktor penting dalam 

usaha produksi enzim (Stanbury and 

Whitaker, 1984). 

Enzim subtilisin Novo diproduksi oleh 

varietas Bacillus subtilis yang sekarang 

dinamakan Bacillus amyloliquefaciens 

menurut Bergey’s Manual edisi delapan 

(1974). Mikroorganisme spesies ini banyak 

digunakan karena memiliki karakteristik 

yang baik untuk menghasilkan protease 

alkali. Bacillus amyloliquefaciens dapat 

memproduksi beberapa jenis enzim lain 

yang memiliki potensi komersial seperti α-

amylase, β-glucanase, hemicellulase dan 

protease netral (Rose, 1980). 

Menurut Suhartono (1989), faktor-

faktor utama yang mempengaruhi aktivitas 

enzim adalah konsentrasi enzim, substrat, 

produk, pH, suhu, kekuatan ion (konstanta 

dielektrik), jenis pelarut yang terdapat 

pada lingkungan, senyawa inhibitor dan 

aktivator. Selain itu juga penentuan berat 

molekul, titik isoelektrik dan struktur 

enzim tersebut untuk mengetahui golongan 

fungsional pada lokasi aktif dan urutan 

asam amino enzim.  

Untuk mengetahui karakter enzim 

protease dalam menghidrolisis protein 

menjadi asam aminonya agar mencapai 

aktivitas maksimumnya, perlu dipelajari 

lebih dulu kondisi optimum yang dapat 

mempengaruhi aktivitas enzim protease, 

misalnya suhu, pH, aktivator atau inhibitor, 

penentuan karakter Km (jumlah konstanta 

substrat untuk mencapai aktivitas enzim 

pada setengah kecepatan maksimum) dan 

Vm (kecepatan aktivitas enzim maksimum), 

serta stabilitas enzim pada saat 

penyimpanan. Oleh karena itu, 

karakterisasi yang dilakukan pada 

penelitian ini disebut karakterisasi parsial 

karena tidak semua karakterisasi 

dilakukan. Karakterisasi tersebut akan 

dilakukan pada protease yang diproduksi 

oleh Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-

14396. 

Beberapa penelitian yang telah 

dilakukan sebelumnya, yaitu oleh Choi dan 

Kim (2001) yang memproduksi protease 

serin dengan menggunakan Bacillus 
amyloliquefaciens DJ-4 namun penelitian 

tersebut lebih metitikberatkan pada 

pengaruh NaCl dan kestabilannya terhadap 

panas, kemudian Son dan Kim (2003) juga 

melakukan penelitian dengan menggunakan 

bakteri Bacillus amyloliquefaciens S-94 

dengan menggunakan inhibitor PMSF 

sehingga diketahui protease yang 

dihasilkan termasuk sebagai protease 

serin. Pada tahun yang sama mereka 

melakukan penelitian lagi dengan bakteri 

yang sama dan ternyata bakteri tersebut 

dapat menghasilkan endopeptidase, 

inhibitor yang digunakan antara lain: PMSF 

(inhibitor protease serin), E-64 (inhibitor 

protease sistein), pepstatin (inhibitor 

protease aspartat), EDTA (inhibitor 

protease metal).  

Selain itu Chao et, al (2006) juga 

meneliti karakterisasi oligopeptidase yang 

diproduksi oleh Bacillus amyloliquefaciens 

23-7A, antara lain: suhu, pH, inhibitor 

EDTA dan inhibitor 1,10-Phenanthroline, 

serta ion-ion logam seperti Cd
2+

, Cu
2+

,
 

Fe
2+

, Pb
2+

, Ca
2+

, Mg
2+

 dan
 
Co

2+
. 

Penelitian ini bertujuan untuk 

menentukan karakteristik enzim protease 

yang dihasilkan oleh bakteri Bacillus 
amyloliquefaciens NRRL B-14396, yang 

meliputi pH optimum, suhu optimum, 

konstanta kinetik (Km dan Vm) dan 

pengaruh beberapa aktivator dan inhibitor 

terhadap aktivitas enzim protease serta 

stabilitas enzim selama penyimpanan. 

 

BAHAN DAN BAHAN DAN BAHAN DAN BAHAN DAN METODE METODE METODE METODE     

 

AlatAlatAlatAlat    

Alat-alat yang dipergunakan dalam 

penelitian ini antara lain : “glassware”, 

bunsen,  termometer, mikropipet 5 mL, 

mikropipet 1 mL, mikropipet 200 µL, jarum 

ose, pH-meter (Lutron YK-2001PH), 

“vortex”, kompor listrik (Maspion), 

spektrofotometer VIS/UV (Unico UV-2100 

Spectrophotometer), sentrifuse (Hettich 

EBA 8), “refrigerator”, sentrifuse dingin 

(Hettich Zentrifugen Mikro 22R), “laminar 
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air flow”, timbangan digital (Denver 

Instrument M-310), inkubator (Binder), 

autoklaf (Hiramaya), “shaker waterbath” 

(Julabo SW 22). 

 

BahanBahanBahanBahan    

1. Isolat Bacillus amyloliquefaciens NRRL 

B – 14396 yang diperoleh dari 

Laboratorium PASA II Jatiroto. 

2. Medium pertumbuhan yang digunakan 

adalah medium sintetik yang terdiri 

atas: agar, nutrient agar, pepton, 

glukosa, ekstrak yeast, NaCl, susu 

skim. 

3. Bahan-bahan kimia yang digunakan 

adalah bahan kimia jenis pro analisis, 

antara lain: tirosin, kasein, 

NaH2PO4.H2O, Na2HPO4.H2O, Na2CO3, 

NaHCO3, NaOH, HCl, CaCl2.2H2O, 

ZnCl2, MgSO4.7H2O, etanol 95%,  asam 

pospat 85%, FeSO4.7H2O, “Ethylene 

Diamine Tetra Acetic Acid” (EDTA), 

“Sodium Dodecyl Sulphate” (SDS), “Tri 

chloro acetic acid” (TCA), “Bovine 

Serum Albumin” (BSA), “Coomassie 

Briliant Blue” G250. 

 

Produksi dan isolasi enzim proteaseProduksi dan isolasi enzim proteaseProduksi dan isolasi enzim proteaseProduksi dan isolasi enzim protease    

Ekstrak kasar enzim protease di 

produksi dengan menfermentasi media cair 

sintetik dengan komposisi sebagai berikut: 

0,2 gram yeast ekstrak; 0,2 gram pepton; 

1,0 gram skim milk; glukosa 0,2 gram dan 

NaCl 0,4 gram (menurut Son and Kim, 

2002 yang telah dimodifikasi). Fermentasi 

dilakukan di dalam “shaker waterbath” 

pada suhu 37
o
C, 150 rpm. Isolasi ekstrak 

kasar enzim protease dilakukan pada waktu 

inkubasi optimum yang ditetapkan dengan 

kurva pertumbuhan yaitu 22 jam. 

Selanjutnya media pertumbuhan 

disentrifugasi pada suhu 4
o
C dengan 

kecepatan 6000 rpm selama 15 menit. 

Hasil sentrifugasi yang diperoleh berupa 

endapan putih dan supernatan berwarna 

coklat. Supernatan merupakan ekstrak 

kasar enzim protease yang kemudian 

dipisahkan dari endapan. 

 

Uji aktivitas enzim proteaseUji aktivitas enzim proteaseUji aktivitas enzim proteaseUji aktivitas enzim protease    

Ekstrak kasar enzim protease tersebut 

dianalisa secara kuantitatif untuk 

mengetahui nilai aktivitas enzim dengan 

menggunakan metode Leewit and 

Pornsukawang (1988). Asam amino sebagai 

hasil hidrolisis protein yang digunakan 

dalam analisa ini adalah tirosin. Ke dalam 5 

tabung reaksi dituangkan masing-masing 

1; 3; 5; 7; 9 ml larutan tirosin 100 mg/liter 

dan diencerkan sampai 10 ml, sehingga 

menghasilkan konsentrasi berturut-turut 

10; 30; 50; 70; 90 mg/Liter. Salah satu 

konsentrasi diukur serapannya, 

menggunakan spektrofotometer UV pada 

berbagai panjang gelombang sehingga 

didapat panjang gelombang maksimum, 

kemudian semua tirosin dengan berbagai 

konsentrasi diukur absorbansinya. Kurva 

standar tirosin dibuat dengan menggunakan 

persamaan linear. 

Ke dalam tabung reaksi dituangkan 2 

ml larutan kasein 0,5 % dengan 0,5 ml 

larutan buffer pH 7,0 dan 1 ml protease 

lalu didiamkan selama 10 menit pada suhu 

37
o
C. Reaksi dihentikan dengan 

menambahkan 2,5 mL TCA 5 % lalu 

didiamkan selama 30 menit pada suhu 

ruang. Larutan disentrifugasi 4000 rpm 

selama 20 menit. Diambil 1 ml filtrat dan 

diencerkan sampai 5 ml. Hasil pengenceran 

diukur absorbansinya dengan spektrofoto-

meter UV pada panjang gelombang 

maksimum yang telah diperoleh yaitu 590 

nm. Hasil absorbansinya dikonversikan 

menjadi konsentrasi tirosin. 

Satu unit aktivitas enzim didefinisikan 

sebagai jumlah enzim yang dapat 

mengkatalisis reaksi pelepasan 1 µmol 

tirosin per menit. Perhitungan aktivitas 

enzim adalah sebagai berikut: 

 

           

  

 

 

Keterangan: 

 

V : volume total sampel percobaan 

tiap tabung reaksi (ml) 

p  :  jumlah enzim (ml) 

q  :  waktu inkubasi (menit) 

fp  :  faktor pengenceran    

    

    

                                            V 

Aktivitas enzim = [tirosin]x            x fp 

                                         p x q 
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Stabilitas selama penyimpananStabilitas selama penyimpananStabilitas selama penyimpananStabilitas selama penyimpanan    

Penentuan stabilitas enzim dilakukan 

dengan mengukur aktivitas enzim protease 

setiap enam hari sekali dengan variasi 

waktu penyimpanan: 0; 6; 12; 18; 24; 30; 

36 hari pada stok enzim protease yang 

disimpan pada suhu 4
o
C. Prosedur uji 

aktivitas yang digunakan adalah metode 

Leewit and Pornsukawang (1988), dengan 

kondisi inkubasi pada suhu 40
o
C, selama 

10 menit dan pH 7,0. Setelah diketahui 

aktivitas enzim kemudian dapat dihitung 

aktivitas relatif enzim yaitu persentase 

perbandingan nilai aktivitas enzim pada 

hari tertentu dengan nilai aktivitas enzim 

pada hari ke nol. Oleh karena itu tidak 

digunakan pH dan suhu optimum karena 

setelah enzim kasar diperoleh, pada saat 

itu juga langsung diuji aktivitasnya. 

    

Karakterisasi enzim proteaseKarakterisasi enzim proteaseKarakterisasi enzim proteaseKarakterisasi enzim protease    

Kondisi optimum yang ditentukan 

meliputi pH, temperatur serta pengaruh 

penambahan aktivator dan inhibitor. pH 

optimum ditentukan dengan mengukur 

aktivitas enzim pada variasi pH 6,0; 6,5; 

7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0 dari buffer 

fosfat 0,2 M dan buffer karbonat 0,2 M 

pada temperatur 40
o
C dengan lama 

inkubasi 10 menit. Selanjutnya ditentukan 

temperatur optimum pada pH optimum 

yang diperoleh dari pengukuran di atas, 

dengan cara mengukur aktivitas enzim 

pada variasi suhu inkubasi 40, 45, 50, 55 

dan 60 
o
C. 

Pada pH dan suhu optimum, yang telah 

diketahui kemudian dilakukan pengujian 

aktivitas enzim dengan menambahkan 

aktivator dan inhibitor pada substrat, 

antara lain: ion Ca
2+

, Mg
2+

, Zn
2+

, Fe
2+

, 

EDTA, SDS dengan variasi konsentrasi 10, 

100, 1000 ppm. Pada pengujian ini 

didapatkan aktivitas relatif yaitu 

persentase perbandingan aktivitas enzim 

dengan perlakuan penambahan aktivator 

atau inhibitor dengan aktivitas enzim tanpa 

adanya perlakuan. Tetapan Michaelis-

Menten (Km) dan laju reaksi maksimum 

(Vm) ditentukan dengan mengukur aktivitas 

enzim pada berbagai konsentrasi substrat 

kasein yaitu: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0% 

(b/v) pada kondisi optimum. 

HASIL DAN PEMBAHASANHASIL DAN PEMBAHASANHASIL DAN PEMBAHASANHASIL DAN PEMBAHASAN    

    

Aktivitas Enzim ProteaseAktivitas Enzim ProteaseAktivitas Enzim ProteaseAktivitas Enzim Protease    

Setelah diperoleh ekstrak enzim 

protease kasar, untuk membuktikan adanya 

aktivitas enzim protease dilakukan 

pengujian secara kualitatif dan kuantitatif. 

Secara kualitatif pengujian dilakukan 

dengan metode Adinarayana et al. (2003) 

yang menggunakan susu skim sebagai 

substrat. Kultur bakteri digoreskan pada 

media agar yang mengandung susu skim 

jika menghasilkan enzim protease akan 

menghidrolisa susu skim menjadi peptida 

yang lebih sederhana yang ditunjukkan 

dengan zona bening disekitar goresan 

kultur bakteri Bacillus amyloliquefaciens 

NRRL B-14396. Bakteri ini ternyata 

mampu menghasilkan enzim protease, 

seperti ditunjukkan dengan Gambar 1. 

 

 
Gambar 1. Aktivitas Enzim Protease pada 

Susu Skim Agar 

 

Aktivitas enzim protease juga diukur 

secara kuantitatif dengan menggunakan 

metode Leewit and Pornsukawang (1988). 

Protease yang dihasilkan dari bakteri 
Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-14396 

memiliki nilai rerata aktivitas sebesar 

0,431 Unit/ml yang berarti setiap 1 ml 

enzim protease mampu memecah kasein 

sehingga menghasilkan 0,431 μmol tirosin 

per menit. Pengukuran aktivitas enzim 

protease dilakukan pada suhu 40
o
C dan pH 

7,0. 

 

Stabilitas Enzim SelamaStabilitas Enzim SelamaStabilitas Enzim SelamaStabilitas Enzim Selama    PenyimpananPenyimpananPenyimpananPenyimpanan    

Penentuan stabilitas enzim ini 

dilakukan dengan cara menguji aktivitas 

enzim protease yang disimpan pada suhu 

Zona bening 

Kultur bakteri 
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4
o
C setiap 6 hari sekali. Pengukuran 

aktivitas dilakukan pada pH 7,0 dan suhu 

40
o
C. Tujuan pengujian stabilitas enzim 

dilakukan untuk mengetahui daya tahan 

enzim selama penyimpanan setelah proses 

produksi enzim. Enzim yang diuji 

stabilitasnya masih dalam bentuk larutan 

(supernatan). Perubahan stabilitas enzim 

protease selama penyimpanan dapat dilihat 

pada Gambar 2.   
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Gambar 2. Grafik Hubungan antara Waktu 

Penyimpanan dengan Aktivitas Relatif 

Enzim 

 

Dari Gambar 2, terlihat bahwa aktivitas 

enzim menurun dengan bertambahnya 

waktu penyimpanan. Menurut Suhartono 

dkk. (1994), enzim protease yang 

diproduksi oleh Bacillus subtilis dan 

Bacillus stearothermophillus relatif kurang 

tahan simpan atau kurang stabil. Protease 

dari Bacillus subtilis aktivitasnya hanya 

terlihat hingga hari ke-32 sedangkan 

protease yang diproduksi dari Bacillus 
stearothermophillus pada awal percobaan 

aktivitasnya adalah 0,059 Unit/ml dan pada 

hari ke-12 aktivitasnya menjadi 0,046 

Unit/ml atau aktivitas relatifnya menjadi 

77,966 %. Pada penelitian ini diketahui 

protease yang diproduksi oleh Bacillus 
amyloliquefaciens NRRL B-14396 pada 

awal percobaan, aktivitasnya adalah 0,431 

Unit/ml dan pada hari ke-12 aktivitasnya 

menjadi sebesar 0,171 Unit/ml atau 

aktivitas relatifnya menjadi 39,7%; yang 

berarti stabilitasnya lebih rendah dari 

Bacillus stearothermophillus. Penurunan 

aktivitas pada hari ke 12 sebesar 39,7 % 

menunjukkan bahwa protease tersebut 

memiliki stabilitas penyimpanan yang 

rendah. 

Kemungkinan-kemungkinan penyebab 

stabilitas penyimpanan yang rendah atau 

terjadinya penurunan aktivitas pada saat 

enzim disimpan, antara lain: 

1. Enzim protease hanya aktif secara 

katalitik dalam jangka waktu yang 

pendek karena adanya autolisis. 

Autolisis adalah proses dimana enzim 

protease mengkatalis hidrolisis protein 

enzim protease yang sama, misalnya 

tripsin menghidrolisa molekul tripsin 

lainnya (Suhartono, 1989). 

2. Enzim ini berbentuk larutan dan air 

berfungsi sebagai medium untuk 

substrat berdifusi ke dalam sisi aktif 

enzim dan produk berdifusi dari sisi 

aktif enzim, sehingga dengan adanya 

air akan lebih mempermudah enzim 

mengalami degradasi oleh enzim lain 

(protease) sehingga  enzim yang 

berbentuk larutan lebih tidak stabil 

daripada enzim yang telah dikeringkan 

Fox (1991). 

 

pHpHpHpH    

Aktivitas enzim protease yang 

diproduksi oleh Bacillus amyloliquefaciens 

NRRL B-14396 pada variasi pH inkubasi 

6,0 - 10,0 dengan kondisi suhu 40
o
C 

selama 10 menit dapat dilihat pada Gambar 

3. 
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Gambar 3. Grafik Hubungan antara pH 

dengan Aktivitas Enzim Protease 

 

Dari Gambar 3, diketahui bahwa 

terdapat dua titik puncak yang merupakan 

pH optimum yaitu pH 7,5 dan 9,0; sehingga 

dapat diduga ada dua jenis enzim yang 
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terdapat dalam larutan enzim. Hal ini 

terjadi karena larutan enzim protease yang 

digunakan pada penelitian ini adalah 

ekstrak enzim kasar yang belum 

mengalami tahap pemurnian sehingga pada 

pH 7,5 salah satu enzim protease (netral) 

bekerja dengan optimal, sedangkan pada 

pH 9,0 enzim protease (alkali) yang lain 

bekerja dengan optimal. 

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh pH, 

karena pH mempengaruhi keadaan muatan 

listrik substrat atau enzim. Perubahan 

muatan dapat mempengaruhi aktivitas, baik 

dengan perubahan struktur maupun dengan 

perubahan muatan pada residu asam amino 

yang berfungsi mengikat substrat atau 

terjadi katalisis. Misalnya enzim bermuatan 

negatif (Enz
-
) bereaksi dengan substrat 

(SH
+
): 

 

Enz
-
 + SH

+
 → EnzSH 

 

Pada nilai pH kurang dari 7,5 untuk 

protease netral atau kurang dari 9 untuk 

protease alkali, Enz
-
 akan diprotonasi dan 

kehilangan muatan negatifnya. 

 

Enz
-
 + H

+
 → EnzH 

 

Pada nilai pH lebih dari 7,5 untuk protease 

netral atau lebih dari 9 untuk protease 

alkali, SH
+
 akan terionisasi dan kehilangan 

muatan positifnya. 

 

SH
+
 → S + H

+ 

 

Jadi nilai pH yang lebih rendah atau lebih 

tinggi akan menurunkan konsentrasi Enz
-
 

dan SH
+
, padahal yang bereaksi adalah 

Enz
-
 dan SH

+
 sehingga akan menurunkan 

kecepatan reaksi (Martin et al., 1983). 

 

SuhuSuhuSuhuSuhu    

Penentuan suhu optimum pada 

penelitian ini dilakukan dengan melakukan 

uji aktivitas enzim pada suhu yang 

bervariasi yaitu suhu 40, 45, 50, 55, 60 
o
C 

dan dilakukan dengan menggunakan pH 

7,5. Pengaruh suhu terhadap aktivitas 

enzim dapat dilihat pada Gambar 4. 
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Gambar  4. Grafik Hubungan antara Suhu 

dan Aktivitas Enzim Protease 

 

Pada gambar di atas terlihat bahwa 

pada suhu 50
o
C aktivitas enzim yang paling 

besar, berarti enzim protease diproduksi 

oleh Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-

14396 memiliki suhu optimum 50
o
C. Suhu 

optimum tersebut sama dengan protease 

metal murni yang dihasilkan oleh Bacillus 
subtilis GP 227 (Rufo et al., 1990). 

Peningkatan suhu pada suatu reaksi 

berhubungan dengan bertambahnya energi 

kinetik molekul, baik molekul enzim 

maupun molekul substrat. Dengan energi 

kinetik yang lebih besar justru akan 

mempercepat gerakan-gerakan vibrasi, 

translasi dan rotasi enzim dan substrat 

molekul sehingga kontak antara substrat 

dan enzim dapat terjadi dengan frekuensi 

yang lebih banyak (Suhartono, 1989). 

Namun energi kinetik molekul-molekul 

enzim menjadi demikian besar sehingga 

melampaui energi untuk memecahkan 

ikatan-ikatan sekunder (ikatan hidrogen, 

ikatan hidrofobik, ikatan elektrostatik) 

yang mempertahankan enzim dalam 

keadaan alaminya, dimana enzim akan 

kehilangan struktur tiga dimensi sehingga 

enzim akan kehilangan kemampuan 

katalitik pada suhu reaksi yang lebih tinggi 

dari suhu optimumnya (Martin et al. 1983). 

    

Aktivator dan InhibitorAktivator dan InhibitorAktivator dan InhibitorAktivator dan Inhibitor    

Aktivator dan inhibitor yang digunakan 

pada penelitian ini adalah Ca
2+

, Mg
2+

, Zn
2+

, 

Fe
2+

, SDS dan EDTA, yang masing-masing 

diukur dengan variasi konsentrasi 10, 100, 

1000 ppm. Pengaruh penambahan aktivator 

dan inhibitor terhadap aktivitas relatif 
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enzim protease dapat dilihat pada Gambar 

5. 
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Gambar 5. Grafik Hubungan antara 

Penambahan Konsentrasi Aktivator dan 

Inhibitor dengan Aktivitas Enzim Protease 

 

Pada grafik di atas, terlihat 

pertambahan konsentrasi ion Ca
2+

 tidak 

berpengaruh secara nyata terhadap 

aktivitas relatif enzim. Jika dibandingkan 

dengan kontrol juga tidak memberikan 

pengaruh yang nyata meski dengan 

penambahan 1000 ppm ion Ca
2+

. Hal ini 

dapat dinyatakan bahwa ion Ca
2+

 kurang 

berperan sebagai aktivator pada enzim 

protease netral, namun dapat digunakan 

untuk meningkatkan stabilitas enzim (Endo, 

1962 dalam Rose, 1980).  

Dapat disimpulkan bahwa enzim dapat 

distabilkan dengan penambahan ion 

kalsium karena inaktivasi enzim sangat 

dipengaruhi oleh kondisi ikatan kalsium. 

Parameter aktivitas untuk inaktivasi 

menunjukkan penguraian protein enzim 

saat pemanasan. Nilai entalpi aktivitas dan 

entropi  akan meningkat dengan 

peningkatan konsentrasi ion kalsium. 

Model kinetik inaktivasi didasarkan pada 

asumsi bahwa dua tahap penguraian 

transisi dimana disosiasi ion bivalen terjadi 

pada tahap pertama dan kemudian diikuti 

tahap kedua yaitu penguraian struktur. 

Model kinetik tersebut 

menginterpretasikan ikatan ion kalsium 

terhadap protein enzim secara quantitatif 

maupun qualitatif dan pengaruhnya 

terhadap inaktivasi. Afinitas entalpi yang 

kuat semakin memperkuat ikatan ion 

bivalen terhadap protein enzim sehingga 

bersifat sebagai penstabil (Hoshino and 

Tanaka, 2002). 

Pengaruh ion Mg
2+

 terhadap aktivitas 

enzim protease netral berbeda dengan ion 

lainnya. Jika dilihat pada Gambar 5 dengan 

penambahan konsentrasi ion logam 

cenderung akan meningkatkan aktivitas 

enzim protease kecuali ion Mg
2+

, ion Mg
2+

 

pada enzim ini berperan sebagai inhibitor 

karena dengan penambahan 1000 ppm ion 

Mg
2+

 menurunkan aktivitas enzim hingga 

27,7%.  

Penggunaan ion Zn
2+

 sebagai aktivator 

memberikan peningkatan aktivitas relatif 

enzim dengan semakin bertambahnya 

konsentrasi ion Zn
2+

. Bila dibandingkan 

dengan kontrol, penambahan 10 ppm ion 

Zn
2+

 tidak memberikan pengaruh secara 

nyata terhadap peningkatan aktivitas enzim 

namun pada penambahan 100 ppm ion Zn
2+

 

pengaruh tersebut terlihat nyata dan 

peningkatan aktivitas sebesar dua kali 

terjadi pada penambahan 1000 ppm Zn
2+

. 

Penambahan ion Fe
2+

 juga 

meningkatkan aktivitas enzim. Bahkan pada 

penambahan ion Fe
2+

 1000 ppm terjadi 

peningkatan aktivitas enzim lebih dari 

empat kali aktivitas kontrol. Peran ion Fe
2+ 

ini juga sama dengan ion Zn
2+

 yaitu 

sebagai aktivator. Dari indikasi ini diduga 

protease dari Bacillus amyloliquefaciens 

NRRL B-14396 termasuk ke dalam 

protease metal. 

EDTA menurunkan aktivitas enzim 

protease secara nyata. Hal ini 

mengindikasikan ion logam divalen 

dibutuhkan untuk aktivitas enzim protease 

sebagai kofaktor (Kim, et al, 2005). 

Penambahan SDS yang merupakan 

detergen menurunkan aktivitas enzim, 

tetapi peran SDS bukan untuk mengikat 

logam, melainkan mendenaturasi protein 

enzim. Sehingga jika dilihat pada Gambar 5, 

pada konsentrasi 100 dan 1000 ppm SDS 

dapat menurunkan aktivitas enzim lebih 

besar daripada EDTA. Hal ini karena 

diduga pada larutan ekstrak kasar enzim 

protease tidak hanya protease metal saja 

yang ada tetapi juga ada protease lain yang 

aktivitasnya tidak terhambat oleh EDTA. 
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Sedangkan SDS mempunyai kemampuan 

untuk mendenaturasi semua jenis protein 

enzim. 

 

Konstanta KinetikaKonstanta KinetikaKonstanta KinetikaKonstanta Kinetika    

Penentuan nilai Km dan Vm dapat 

dilakukan dengan cara mengukur aktivitas 

enzim dengan menggunakan substrat 

dengan konsentrasi bervariasi yaitu 0,5; 

1,0; 1,5; 2,0; 2,5 dan 3,0 %. Pada 

penelitian ini dilakukan dua kali seri 

penentuan Km dan Vm, karena pada 

penentuan pH optimum didapatkan dua titik 

puncak yaitu pada pH 7,5 dan 9,0 sehingga 

pH tersebut digunakan pada pengujian Km 

dan Vm. Suhu yang digunakan adalah 50
o
C, 

suhu optimum untuk kedua jenis enzim. 
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Gambar 6. Grafik Hubungan antara 

Konsentrasi Substrat dengan Aktivitas 

Enzim Protease Netral 

y = 0.2641x + 1.5797

R2 = 0.9555
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Gambar 7. Grafik Persamaan Lineweaver-

Burk (Protease Netral) 

Pengaruh konsentrasi substrat 

terhadap aktivitas enzim protease pada pH 

7,5 (protease netral) dapat dilihat pada 

Gambar 6 dan Grafik Lineweaver-Burk 

dapat dilihat pada Gambar 7. 

Pada grafik di atas, dapat diketahui 

persamaan regresi linear yang diperoleh 

adalah y = 0,2641 x + 1,5797; dimana 

y=1/V dan x=1/[S] sehingga persamaan 

tersebut menjadi 1/V = 0,2641 1/[S] + 

1,5797. Dari persamaan tersebut 

didapatkan nilai Vm ialah 0,633 Unit/mL 

sedangkan Km ialah 0,167 %. 

Pada penelitian ini juga dilakukan 

penentuan Km dan Vm pada kondisi pH 9,0 

yang hasilnya dapat dilihat pada Gambar 8 

dan Grafik Lineweaver-Burk dapat dilihat 

pada Gambar 9. 
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Gambar 8. Grafik Hubungan antara 

Konsentrasi Substrat dengan  Aktivitas 

Enzim Protease Alkali 

 

y = 0.7153x + 1.0828

R2 = 0.9589
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Gambar 9. Grafik Hubungan antara 1/V 

dengan 1/[S] (Protease alkali) 

    

Pada grafik Lineweaver-Burk dengan 

menggunakan pH 9,0 dapat diketahui 

persamaan liniernya yaitu y = 0,7153 x + 

1,0828 dimana y=1/V dan x=1/[S] 

sehingga persamaan tersebut menjadi 1/V 

Vm 

Km 

Vm 

Km 
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= 0,7153 1/[S] + 1,0828. Dari persamaan 

tersebut didapatkan nilai Vm ialah 0,924 

Unit/mL dan nilai Km ialah 0,661 %. 

Vm (maximum velocity) merupakan 

kecepatan maksimum reaksi enzim pada 

saat konsentrasi subtrat dalam keadaan 

jenuh. Berarti kecepatan maksimum reaksi 

enzim protease netral pada saat 

konsentrasi substrat jenuh adalah 0,633 

Unit/ml sedangkan pada enzim protease 

alkali 0,924 Unit/ml. 

Km (konstanta Michaelis-Menten) 

adalah konsentrasi subtrat yang dibutuhkan 

pada saat setengah reaksi maksimum. 

Berarti konsentrasi substrat (kasein) yang 

dibutuhkan agar mencapai setengah reaksi 

maksimum pada protease netral adalah  

0,167 % sedangkan pada protease alkali 

adalah 0,661 %. 

 

KESIMPULAN KESIMPULAN KESIMPULAN KESIMPULAN     

    

Enzim protease yang dihasilkan oleh 

Bacillus amyloliquefaciens NRRL B-14396 

kurang stabil dalam suhu penyimpanan 

(4
o
C). pH optimum enzim protease yang 

dihasilkan oleh Bacillus amyloliquefaciens 

NRRL B-14396 adalah pH 7,5 (protease 

netral) dan 9,0 (protease alkali) sehingga 

diduga terdapat 2 jenis protease. 

Suhu optimum enzim protease yang 

dihasilkan oleh Bacillus amyloliquefaciens 

NRRL B-14396 adalah 50
o
C sehingga 

kedua jenis enzim mempunyai pH optimum 

yang sama. Penambahan ion Ca
2+ 

berfungsi 

sebagai stabilisator, Zn
2+

, Fe
2+

 berfungsi 

sebagai aktivator, sedangkan Mg
2+

, SDS, 

dan EDTA berfungsi sebagai inhibitor. 

Protease netral (pH optimum 7,5) memiliki 

nilai Km = 0,167 % dan nilai Vm = 0,633 

Unit/mL, sedangkan protease alkali (pH 

optimum 9,0) memiliki nilai Km = 0,661 % 

dan Vm = 0,924 Unit/mL. 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 

mengenai : Penentuan berat molekul enzim 

protease dengan metode Native-PAGE 

atau Zimogram, sekaligus untuk 

mengetahui berapa jumlah protein enzim 

yang diproduksi oleh Bacillus 
amyloliquefaciens NRRL B- 14396. 

Pemurnian enzim protease yang diproduksi 

oleh Bacillus amyloliquefaciens NRRL B- 

14396 untuk meningkatkan aktivitas 

protease dan agar siap digunakan dalam 

industri. Scale-up untuk memproduksi 

enzim protease dari Bacillus 
amyloliquefaciens NRRL B-14396 dalam 

skala industri. Penerapan imobilisasi enzim 

protease yang diproduksi oleh Bacillus 
amyloliquefaciens NRRL B- 14396. 
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