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PENGARUH JENIS KATION DIVALEN DAN SURFAKTAN TERHADAP STABILITAS
PROTEASE ALKALI DARI Bacillus Sp.

Shinta Ludfiana Sari, Eli Hendrik Sanjaya, Suharti.
Jurusan Kimia, FMIPA, Universitas Negeri Malang, JI. Semarang no 5, Malang 65125
E-mail : suharti.fmipa@um.ac.id

ABSTRAK

Protease alkali merupakan bioaktif penting dalam industri deterjen. Bacillus Sp hasil isolasi dari limbah
penyamakan kulit di Sukun Malang diketahui dapat menghasilkan enzim protease alkali ekstraseluler dengan aktivitas
yang cukup tinggi. Hal ini membuka peluang untuk menggunakan bakteri tersebut sebagai sumber protease alkali.
Pemanfaatan protease alkali dalam industri deterjen terlebih dahulu harus melalui uji stabilitas terhadap beberapa jenis
surfaktan. Disamping itu suhu dan pH optimum dari enzim tersbut juga perlu diketahui. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui: (1) pengaruh beberapa ion logam divalen (Ca?*, Mg?*, Zn?*, dan Co?*) terhadap aktivitas protease alkali
dan (2) pengaruh jenis surfaktan terhadap stabilitas protease alkali. Kadar tirosin hasil hidrolisis protease alkali diukur
menggunakan metode Anson. Hasil bahwa logam Ca?* merupakan logam penginduksi paling baik untuk protease alkali
yang dihasilkan bakteri Bacillus Sp. Aktivitas ekstrak kasar setelah diinduksi oleh logam Ca?* dengan konsentrasi 1
mM meningkat menjadi 202,36%. Aktivitas protease alkali semakin menurun dengan adanya surfaktan, tetapi surfaktan
ionik berpengaruh lebih besar dibanding surfaktan nonionik. Penyimpanan selama 24 dengan surfaktan ionik sudah
meniadakan seluruh aktivitas protease alkali, tetapi beberapa surfaktan nonionik pada waktu penyimpanan yang sama
aktivitasnya hanya berkurang 10-50%. Protease alkali dari Bacillus Sp ini paling stabil di lingkungan surfaktan
nonionik Tween 80.

Kata kunci : protease alkali, ion divalen, detergen, Bacillus Sp,

PENDAHULUAN

Protease adalah enzim yang berfungsi untuk menghidrolisis ikatan peptida pada protein menjadi oligopeptida
dan asam amino. Berdasarkan fungsi tersebut protease banyak diaplikasikan dalam berbagai bidang industri dan
merupakan salah satu golongan enzim yang paling penting dalam bidang industri karena bernilai sekitar 60% dari total
penjualan enzim di dunia (Rao dkk., 1998). Penggunaan protease dalam berbagai proses industri seperti detergen,
makanan, kulit, dan sutera sangat meningkat sejalan dengan perkembangan masyarakat serta jumlah penduduk.

Suharti dkk. (2013) dalam penelitiannya telah berhasil mengisolasi bakteri penghasil protease ekstraseluler
dari limbah pabrik kulit. Analisis fenotip menunjukkan bahwa isolat bakteri indigen tersebut merupakan Bacillus akan
tetapi spesies dari Bacillus tersebut belum berhasil ditentukan sehingga untuk sementara diberi nama Bacillus Sp.
Bakteri tersebut menghasilkan protease alkali ekstraseluler yang aktif pada pH 9. Kemampuan protease ekstraseluler
tersebut dalam mendegradasi protein pada pH alkali memungkinkan enzim tersebut untuk diaplikasikan sebagai
bioaktif detergen atau aplikasi lain yang memerlukan lingkungan alkali. Protease alkali yang digunakan sebagai
bioaktif detergent harus tahan di lingkungan detergen. Detergen mempunya sisi hidrofilik dan hidrofobik yang dapat
berinteraksi dengan protein. Interaksi tersebut dapat memperbaiki sifat protein atau sebaliknya, mendenaturasi protein.
Stabilitas enzim terhadap surfaktan menjadi ukuran kelayakan enzim sebagai zat aditif pada detergen komersial.
Kestabilan enzim dapat dilihat dari aktivitas katalitik ketika berada dalam lingkungan surfaktan. Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa protease alkali yang dihasilkan dari bakteri Bacillus Sp. BOO1, Bacillus cereus strain CA15, dan
Bacillus licheniformis UV-9, lebih stabil terhadap surfaktan nonionik daripada surfaktan ionik (Deng dkk., 2010;Uyar
dkk., 2011; dan Nadeem dkk.,2013). Berdasarkan beberapa penelitian tersebut, protease alkali dari bakteri Bacillus Sp
diharapkan juga stabil terhadap surfaktan nonionik daripada surfaktan ionik dan dapat diaplikasikan dalam industri
deterjen . Selain dilihat dari jenis surfaktan, stabilitas enzim terhadap surfaktan juga dapat dilihat dari lama waktu
inkubasi enzim dengan masing-masing surfaktan. lon logam divalen umumnya mampu mengaktivasi protease alkali,
sehingga perlu diketahui jenis logam divalen dan konsentrasinya yang mampu meningkatkan aktivitas protease alkali.
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METODE
Pembuatan Media

Pembuatan media meliputi pembuatan media padat, media preculture, dan media produksi. Pembuatan media
padat digunakan sebagai media untuk meregenerasi kultur murni bakteri Bacillus Sp. Media produksi digunakan
sebagai media untuk memproduksi bakteri. Sedangkan preculture dibiakkan menggunakan media produksi dengan
tujuan mengadaptasikan bakteri dengan media produksi . Media yang digunakan untuk meregenerasi kultur murni
bakteri Bacillus Sp adalah LB (Luria Bertani) padat dengan komposisi; susu skim 9 g; yeast extract 0,75 g; NaCl 1,5 g
dan agarose 2,21 g dalam 150 mL akuades. Media produksi yang digunakan adalah media kedelai dengan komposisi 1
g sukrosa, 0,1 g KH,PO4, 0,01 g CH3;COONa, 1 g ekstrak kedelai, 0,1 mL CaCl, 0,5 M, 0,08 mL MgSO4 0,5 M, dan
100 mL akuades.

Produksi Ekstrak Kasar Alkaline Protease dari Bacillus Sp

Regenerasi kultur murni Bacillus Sp dilakukan secara aseptis pada media Luria Bertani (LB) padat dan

diinkubasi pada suhu ruang (sekitar 26°C ) selama dua sampai tiga hari hingga terbentuk koloni dengan zona bening
disekitarnya.
Pembuatan starter dilakukan dengan cara mengambil satu ose penuh kultur murni Bacillus Sp yang telah diregenerasi
kemudian dipindahkan dalam 10 mL media kultur awal. Media tersebut kemudian diinkubasi pada shaker incubator
pada suhu 37°C dengan aerasi pada kecepatan 100 rpm selama + 20. Sebanyak 1% kultur awal diinokulasikan ke
dalam 100 mL media produksi dan diinkubasi pada shaker incubator pada suhu dan kecepatan aerasi yang sama
dengan hingga 5 hari. Larutan enzim ektraseluler dipisahkan dari partikel-partikel nonenzim (sel, debris sel, komponen
ekstrakseluler lain dan sisa medium) dengan cara sentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm.
Supernatan selanjutnya disebut sebagai ekstrak kasar enzim yang akan digunakan untuk analisis berikutnya.

Uji Aktivitas Protease Alkali dari Bacillus Sp

Sebanyak masing-masing 5 mL kasein 1% yang telah dilarutkan dalam 50 mM buffer dimasukkan dalam
tabung reaksi dan diinkubasi pada suhu 40°C selama 5 menit. Kemudian sebanyak 1 mL enzim ditambahkan pada
tabung berisi kasein, divortex, dan diinkubasi pada suhu 40°C selama 10 menit. Reaksi enzimatis dihentikan dengan
menambahkan 5 mL asam trikloroasetat (TCA) 0,11M sebanyak 5 mL. Selanjutnya ditambah dengan buffer tris-HCI
sebanyak 1 mL (untuk menyamakan volume total larutan dengan larutan blanko), divortex, dan diinkubasi selama 30
menit pada suhu 40°C. Kemudian disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm untuk memisahkan
kelebihan substrat yang tidak mengalami reaksi enzimatis. Sebanyak 2 mL supernatan hasil sentrifugasi ditambah
dengan 5 mL Na,CO3 0,5 M dan 1 mL reagen Folin Ciocalteu kemudian dikocok hingga homogen. Larutan dibiarkan
selama 30 menit pada suhu 40°C. Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 660 nm. Pengujian
aktivitas ini merujuk pada prosedur pengujian Sigma-Aldrich (2009).

Untuk setiap kali pengukuran, disiapkan larutan blanko. Sebanyak 5 mL kasein 1% yang telah dilarutkan
dalam 50 mM buffer tris-HCI dimasukkan dalam tabung reaksi dan diinkubasi pada suhu 40°C selama 5 menit. Buffer
tris-HCI sebanyak 1 mL ditambahkan pada tabung berisi kasein, divortex, dan diinkubasi pada suhu 40°C selama 10
menit. Kemudian 5 mL TCA dan 1 mL enzim ditambahkan ke tabung, divortex, dan diinkubasi selama 30 menit.
Penambahan enzim dilakukan sebagai faktor koreksi terhadap sumbangan absorbansi oleh tirosin yang berasal dari
enzim. Supernatan hasil sentrifugasi sebanyak 2 mL ditambah dengan 5 mL Na,COsz 0,5M dan 1 mL reagen Folin
Ciocalteu kemudian dikocok hingga homogen. Larutan dibiarkan selama 30 menit pada suhu 40°C. Pengukuran
absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 660 nm.

Pengaruh lon logam terhadap Aktivitas Protease Alkali

Prosedur pegaruh ion logam terhadap aktivitas protease alkali sama dengan prosedur pengujian aktivitas
enzim. Perbedannya terletak pada penambahan masing-masing ion logam (Ca?*, Zn?*, Mg?*, Co?*) pada ekstrak kasar
enzim hingga konsentrasinya 0,5mM dan 1 mM sebelum ditambahkan ke dalam kasein. Pengujian ini dilakukan pada
suhu dan pH optimum yaitu pH 9 dan temperatur 40°C. yang sudah ditentukan di pengujian sebelumnya. Selanjutnya
aktivitas enzim masing-masing penambahan logam dibandingkan dengan aktivitas tanpa penambahan logam dan dicari
logam yang mampu sebagai penginduksi aktivitas tertinggi untuk digunakan dalam percobaan selanjutnya.
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Uji Stabilitas Protease Alkali terhadap Surfaktan

Penentuan ini bertujuan untuk mengetahui stabilitas protease alkali terhadap pengaruh surfaktan. Jenis
surfaktan yang digunakan adalah surfakatan ionik menggunakan sodium dodesil sulfat (SDS), dan surfaktan nonionik
menggunakan Tween 80, Tween 20, dan Triton X-100. Pada penentuan stabilitas diawali dengan pengujian pengaruh
surfaktan pada aktifitas enzim pada dua konsentrasi surfaktan yaitu 0,5% dan 1%, kemudian stabilitasnya terhadap
surfaktan ionik dan nonionik diuji dengan variasi waktu 24 jam dan 48 jam sedangkan dan suhu 4 °C dan suhu
optimum aktifitas enzim.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Produksi Ekstrak Kasar Protease Alkali

Hasil peremajaan bakteri menujukkan adanya zona bening setelah 2 hari sebagai indikasi adanya aktifitas
protease ektraseluler (Gambar 1). Produksi enzim dengan media produksi dengan aktifitas optimum memerlukan waktu
selama 5 hari, kecepatan aerasi 100 rpm, dan suhu 37°C sesuai dengan waktu yang telah dilaporkan Suharti dkk (2013).
Enzim dipisahkan dari sel dan debris sel dengan cara sentrifugasi pada 10.000 rpm selama 10 menit pad 4°C. Ekstrak
kasar selanjutnya digunakan untuk analisis lebih lanjut.

Gambar 1 Hasil Peremajaan Bakteri Bacillus Sp

Pengaruh Penambahan lon Logam terhadap Aktivitas Enzim

Berdasarkan hasil penelitian pada Gambar 2, menunjukkan bahwa ion logam yang bertindak sebagai kofaktor
adalah ion logam Ca?*. Terlihat pada konsentrasi 0,5 mM ion Ca?* sudah mampu meningkatkan aktivitas protease alkali
dari menjadi 137,24 %. Selanjutnya pada konsentrasi yang lebih besar yaitu 5 mM, ion Ca?* mampu meningkatkan
aktivitas protease alkali menjadi 202,36% (2 kali lipat). lon Ca?* telah diketahui mampu menginduksi dan menstabilkan
folding alkaline protease dari Pseudomonas Aeruginoas, (Zhang, 2012) dan meningkatkan aktivitas dari alkaline
protease dari Bacillus liceniformis (Bezawada, 2011), Bacillus altitudinis GVC11 (Vijai Kumar, 2011) and Bacillus
pumilus (Wan, 2009). Hasil penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian Soda (2013), dimana aktivitas enzim pada
penambahan ion logam konsentrasi 1 mM lebih besar daripada penambahan 0,5 mM. Ikatan kofaktor dengan enzim
dapat mengubah kemampuan enzim dalam mengikat substrat dan mengubah kemampuan katalisasi enzim.
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Gambar 4. Grafik Pengaruh Jenis lon Logamterhadap Aktivitas

Pengaruh Surfaktan terhadap Stabilitas Enzim

Aktivitas enzim pada temperatur kamar setelah penambahan surfaktan 0,5% SDS hanya tersisa sebesar
+11,86 % sedangkan penambahan Tween 80 pada konsentrasi yang sama menyisakan aktivitas sebesar +87,17%
(Gambar 3). Aktivitas diukur setalah 15 menit waktu inkubasi. Sedangkan penambahan 1% Tween 80 menyisakan
aktivitas sebesar 83,74% dan penambahan 1% SDS mendeaktifkan semua enzim. Hal ini menunjukkan bahwa
penambahan surfaktan dengan konsentrasi 0,5% menyisakan aktivitas lebih tinggi daripada penambahan surfaktan
dengan konsentrasi 1%. Dapat disimpulkan bahwa dengan semakin besarnya konsentrasi surfaktan yang ditambahkan
pada enzim, maka aktivitas enzim akan semakin menurun. Perbedaan jenis surfaktan ternyata menyebabkan penurunan
aktifitas yang berbeda, dimana surfaktan ionik menurunkan aktivitas enzim jauh lebih besar dibandingkan dengan
surfaktan nonionik pada konsentrasi yang sama.
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Gambar 3. Grafik Pengaruh Konsentrasi dan Jenis Surfaktan terhadap Aktivitas Enzim

Gambar 4 menggambarkan stabilitas enzim terhadap penambahan masing-masing surfaktan pada suhu 4°C.
Pada penambahan 0,5 % Tween 80 aktivitas yang tersisa 75,19%. Aktivitas diukur setalah 15 menit waktu inkubasi.
Aktivitas enzim semakin turun pada penyimpanan yang lebih lama pada 4°C, dimana aktivitas yang tersisa berturut-
turut menjadi 55,01 dan 40,50% pada waktu penyimpanan 24 dan 48 jam. Sedangkan setelah penambahan Tween 20
aktivitas yang tersisa 64,05% selang waktu 15 menit setalah penambahan dan aktivitas yang tersisa berturut-turut
menjadi 37,25 dan 32,52 % setelah penyimpanan selama 24 dan 48 jam. Untuk penambahan Triton X-100 terhadap
ekstrak kasar, aktivitas yang tersisa 47,65% setelah inukbasi selama 15 menit pada 4°C, setelah 24 dan 48 jam aktivitas
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aktivitas yang tersisa berturut-turut menjadi 44,29 dan 37,67%. SDS memberikan efek yang paling buruk, aktivitas
enzim yang tersisa 15 menit setelah penambahan SDS adalah 42,29%, penyimpanan setelah waktu 24 dan 48 jam
semua aktivitasnya hilang. Pada suhu 4°, penambahan Tween 80 lebih baik dari padi surfaktan lain yang diuji pada
percobaan ini, akan tetapi penggunaan yang lebih lama 24-48 jam, Triton X-100 lebih baik digunakan karena
memberikan kestabilan yang lebih baik terhadap enzim.
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Gambar 4. Grafik Pengaruh 0,5 % Surfaktan terhadap Stabilitas Enzim pada Suhu 4°C

Gambar 5 menggambarkan stabilitas enzim terhadap penambahan masing-masing surfaktan pada suhu 40°C
dan waktu penyimpanan selama 24 dan 48 jam pada suhu 40°C. Pengukuran pertama dilakukan setelah inkubasi selama
15 menit. Pada penambahan Tween 80 aktivitas yang tersisa adalah 69,50%, setelah 24 dan 48 jam aktivitas yang
tersisa sebesar 48,92 dan 50,44%. Sedangkan setelah penambahan Tween 20 aktivitas yang tersisa 85,61%, setelah 24
dan 48 jam aktivitas yang tersisa sebesar 45,11 dan 48,73 %. Untuk penambahan Triton X-100 terhadap ekstrak kasar,
aktivitas yang tersisa 89,61%, setelah 24 dan 48 jam aktivitas yang tersisa sebesar 42,15 dan 39,86%. Pada
penambahan SDS tidak ada aktivitas dari awal surfaktan ditambahkan dalam ekstrak kasar. Dilihat dari hasil tersebut
enzim paling stabil pada linkungan Tween 80.
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Gambar 5. Grafik Pengaruh Surfaktan terhadap Stabilitas Enzim padaSuhu 40°C

Pada Gambar 6 (a) dapat dilihat perbedaan aktivitas enzim di dua suhu yang berbeda dan aktivitas enzim
setelah penyimpanan 48 jam. Ekstrak kasar yang disimpan pada suhu 4°C setelah 24 jam aktivitas yang tersisa 66,91 %
dan setelah 48 jam aktivitas yang tersisa 41,55 %. Sedangkan ekstrak kasar yang disimpan pada suhu 40°C setelah 24
jam aktivitas yang tersisa 75,69% dan setelah 48 jam aktivitas yang tersisa 81,13%. Dapat dilihat dari data tersebut
bahwa semakin lama waktu penyimpanan, maka semakin turun juga aktivitasnya. Penurunan aktivitas protease
dimungkinkan karena adanya proses hidrolisis oleh sesama enzim protease.
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Pada Gambar 6 (b) aktivitas dari ekstrak kasar dibawah lingkungkan 0,5 % SDS pada dua suhu menunjukkan
bahwa enzim tidak stabil saat ditambah SDS baik di suhu 40°C maupun suhu 4°C. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian
yang menunjukkan bahwa hampir seluruh protease alkali memiliki aktivitas dan stabilitas yang rendah terhadap
surfaktan ionik seperti SDS dan agen pengoksidasi seperti H,0, (Joo dkk., 2003). Gambar 6 (c) menunjukkan aktivitas
ekstrak kasar dibawah lingkungan Tween 80 pada dua kondisi suhu. Berdasarkan gambar tersebut dapat disimpulkan
bahwa ekstrak kasar dengan Tween 80 lebih baik diinkubasi pada suhu 40°C daripada disimpan pada suhu 4°C. Gambar
6 (d) adalah aktivitas dari ekstrak kasar dengan Tween 20 pada dua kondisi suhu yang menunjukkan penurunan
aktivitas pada kedua suhu tersebut hampir sama, dimana penurunannya sekitar 50%. Melihat Gambar 6 (e), aktivitas
dari ekstrak kasar dibawah lingkungan Triton X-100 pada dua suhu menunjukkan penurunan pada suhu 4°C lebih
sedikit dibandingkan dengan pada suhu 40°C. Pada suhu 4°C aktivitas enzim setelah 48 jam semakin menurun, tetapi
pada suhu 40°C setelah 24 dan 48 jam aktivitasnya cenderung stabil. Ekstrak kasar Triton X-100 ini lebih baik
disimpan pada suhu 4°C dan tidak maksimal jika diaplikasikan pada industri deterjen.
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Gambar 6. Pengaruh Suhu dan Lama Waktu Penyimpanan terhadap Aktivitas Enzim (EK) (a) EK
(b) EK+SDS (c) EK+Tween 80 (c) EK+Tween 20 (d) EK+Triton X100

Tanpa adanya surfaktan, selam penyimpanan selama 48 jam hanya kehilangan aktivitas hampir 19 %, sedangkan
detergen yang paling sedikit menganggu kestabilan enzim pada 4°C adalah Triton X-100 sedangkan pada suhu 40°C
adalah Tween 80. Tween 80 memiliki rantai yang lebih banyak dan rantai yang lebih panjang dibandingkan Triton X-
100 (Gambar 7). Fenomena ini sulit dijelaskan. Hal yang dapat dipikirkan emungkinkan stabilitas misel pada suhu 40°C
antara protease dan Tween 80 lebih baik dibanding misel antar protein dengan Triton X-100. Triton X lebih hidrofobik
dibandingkan dengan Tween 80, sehingga pada temperatur tinggi dapat menginduksi lebih kuta terjadi denaturasi
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protease alkali dibandingkan tween 80. Fenomena yang terjadi pada temperatur rendah perlu diteliti dan dipikirkan
lebih jauh. Pencucian menggunakan deterjen umumnya dilakukan pada temperatur kamar atau 40-50 °C.

v LY

HsC
H3C HzC CH;
Tween® 80 Dmevgnm
TritomA-200 R Coi,.‘CH <CH,CH C‘iCH HzCH
n=9-10 MW 1210
Gambar 7. Struktur (a) Triton X-100 dan (b) Tween 80
KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan logam Ca?* merupakan logam penginduksi paling baik untuk alkali protease
yang dihasilkan bakteri Bacillus brevis. Aktivitas ekstrak kasar setelah diinduksi oleh logam Ca?* dengan konsentrasi 1
mM meningkat menjadi 202,36%. Aktivitas protease alkali semakin menurun dengan adanya surfaktan, tetapi surfaktan
ionik berpengaruh lebih besar dibanding surfaktan nonionik. Setelah disimpan 24 jam surfaktan ionik sudah mampu
meniadakan aktivitas protease alkali, tetapi surfaktan nonionik pada waktu penyimpanan yang sama aktivitasnya hanya
berkurang 10-50%. Protease alkali dari Bacillus Sp ini secara umum paling stabil di lingkungan surfaktan nonionik
Tween 80. Pengujian dengan surfaktan lain, reduktor dan oksidator perlu dilakukan untuk memperluas pengetahuan
tentang protease alkali dari Bacillus Sp. Sebelum digunakan untuk bahan bioaktig
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