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Pe::garuh Beberapa Logam Terhadap Aktivitas Enzim Protease dari
Eacillus breuis MB 6 pada Medium Fermentasi Limbah Cair Tahu

I :e Effect of Some Metals on Activity of Enryme Protease of Bacillus brcvisMB
6 inTofu Liquid Waste Media

.-SK.\HARNY ALAMS\.AH, ANTHONI AGUSTIEN dan RURI FAMELIA

. hryidn Biologi, Faksltas MIPA, Uniwrsitas Andalas, Kanpas Liman Manis, Padary
S amatera Barat, Indo rcsia

Absuact

;-t=;;9.. about the influence of some metals on enzyme activity of proteases produced by
i";- ..;-.:rr.n's MB 6 at soybean liquid waste as fermentation medium have been done at

, ::c:oiogv laboratory. This research use a Completely Randomized Design in factorial, which
-:: : r---,i, of metal (Co'2, Mn! Ca'2 and Zn-2) first factor, and the second factor is a concentration
- .::. ..i, 7.5, 2.0,2.5 and 3.0 mmol). The result of this research indicated that B. brevis MB 6
:-,"i-:e{ metalloprotease. Metal addition of Co-2, pln+2, f6+2 and, Zn2 could improve the
:-..-,- activity from 8 to L53.8 times. The best concentration of metal was found on the 3 mmol
:,- --:":-.=ation of Ca'2 is 0.923 Unit/ml.

' :a i\ -r:ds: Bacillus breuis, fermentatiory metal, protease

Peudahuluan

mrin p$tease merupakan salah satu enzim
FB 6ng2t Penting dan besar peranannya
ID bdbagai industri, sepeni: untuk pen-

iler dalam industri bfu, pengolahan

tr Qcngempukan), dan sebagai kompo-
Er $rfawa pembersih dalam industri
&-.8Etr (\Pinamo, 1995). Berdasarkan si-
fu*i&t Lirnia dan sisi aktifnya, Priest (1992)

-Ado..f'okken 
enzim protease menjadi

-.ct 
golongan, yaitu: protease serin, me-

r*,Foteese, protease sistein dan protease

re. IGaktif"n enzim metalloprotease ber-
reg pada adanya metal yang biasanya

--l-fat hubungan stoikiometrik, yaitu sanr

El @l perrnol enzim. Enzim tersebut
fubat oleh Ethylene Diamine Tetm
L;ri.Acid (EDTA) yang dapat mengkelat

metal sehingga kcaktifan enzim hilang.
Enzim dapat dihasilkan oleh hewan,

tumbuhan dan mikroba.Enzim yang berasal
dari mikroba umumnya prling baik untuk
pernanfaatan komersial karena dapat dihasil-
kan dalam funlah yang lebih banyak. Selain
itu mikroba tumbuh cepat dan biaya pro-
duksi lebih rendah (Iv{arx, 1991). Mikoba
penghasil protease yang potensial adalah

Bacillrc, Pmhu, Serratia, Aspcrgillu, Penicil-

lim, Mucor, Miryprs oligoEoras, Actinomunr
elegans dan Alternaia tenuissima fiVanders-
man, 1989). Protease daiBadlhr bermanfa-
at dalam industti roti (memperbaiki tekstur
adonan, mengurangi waktu pencampuran
dan meningkatkan volume), industri keju
(menggumpalkan susu), industri kulit (mem-
bersihkan bulu), di bidang kesehatan (mem-
bantu pencernaan dan pengobatan luka
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bakar) dan industri pasta gigi (Moon dan Pa-

nrlekar, 1991).

Bakteri B. bnis MB 6 merupakan salah
satu mutan dari B. brcds mengunakan Na-
trium Azida (NaN3) dengan konsentrasi
0,10 mM yang produksi dan aktivitas pro-
teasenya lebih tinggi dari galur induk (I\{ai-
ita,2003). Menurut Pero dan Sloma (1993),
B. bnais dapat menghasilkan protease dari
golongan rnetalloprotease.

Mikroba dalam memproduksi enzim
membutuhkan bahan-bahan tertentu yang
terkandung pada media seperti senyawa
karbon, nitrogen, asam amino esensial, ga-
ram-garam sumber nitrogen, fosfat, sulfat
serta Ca, Zn, Mo, Cu dan Fe. Menurut
Priest (1992), Mn, Fe danZn sangat diper-
lukan dalam metabolisme sekunder, pro-
duksi protease dipengaruhi oleh Mn. Logam
Ca pada media dapat menstimulasi produksi
enzim protease dari B. subtilis dan B. bnyis.

Agustien (1991) melaporkan bahwa konsen-
trasi logam Co yang paling baik sebagai ko-
faktor untuk meniogkatkan aktivitas prote-
ase dari B. bnds adalah 2,0 mmol.

Limbah cair tahu masih mengandung
protein tedarut dan terdispersi dalam air
yang tidak tergumpalkan pada proses pem-
buatan tahu, serta mineral yang dibutuhkan
untuk pertumbuhan mikroba, sehingga da-

pat digunakan sebagai medium fermentasi
untuk memproduksi enzim protease dari
mikroba. PemanfaatanJimbah cair tahu se-

bagai mcdia fermentasi merupakan salah

satu alternatif untuk mengatasi pencemaran
lingkungan yang disebabkan oleh limbah
tersebut, dengan mengubahnya meniadi
produk yang berguna bagl kehidupan manu-
sia. Oleh sebab itu dilakukan penelitian ini
dengan tujuan untuk mengetahui jenis pro-
tease yang dihasilkan oleh B. bredslvB 6 dan
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menentukan aktivitas enzim protease yang
terbaik dari mutan MB 6 dengan pemberian
beberapa jenis logam pada beberapa kon-
sentrasl

Bahan dan Metode

Bahan yang dibutuhkan adalah biakan
murni B.bnais MB 6, media Nutrien Agar,
Skim Agar,limbah cair tahu, tepung tapioka,
EDTA 1 mM pH 7,0, buffer borax 0,01 M
pH 8,0, kasein, HCl, CoClz, MnSOa, CzLClz,

ZnSOa, larutan tirosin, TCA, NazCO:,
reagen folin ciocalteu,alkohol, spritus, kapas
dan akuades.

Setelah didapatkan enzim protease dari
B. breais MB 6 maka dilakukan analisis pe-
ngaruh beberapa logam terhadap aktivitas

Pfotease tersebut dengan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap EAL) dalam
Faktorial dengan tiga ulangan.

Adapun pedakuannya terdiri 21xs dua factor
yaitu: 1. faktorA Senis logam: A1=Co*2(CoClz);
A2-Mn+2 (N{nSO+); A3=Ca+2(CaCl2), dan
OO-7n+z(ZnSO+)), 2. faktor B @onsentrasi
larutan logam: Bt= 1,0 mmol; B2=7,5 mmol;
83--2,0 mmol; P4=2$ mmol; 85=3,0
mmol. Sebagai standar perlakuan ini diban-
dingkan dengan aktivitas prorease yang di-
hasilkan oleh B. Bruais lvIB 6 tanpa penam-
bahan logam tapi ditambahkan EDTA.

Uji Me ta lloproteo li ti k Ba kteri
Baktcri yang digunakan adalah mutan dari
Bacillus brctis $v{B 6). Kemampuan mengha-
silkan enzim mstrllspsolease diuji dengan
menginokulasikan bakteri ini pada medium
skim agar yeng mengandung 1 mM EDTA
pH 7,0. Setelah 48 iam inkubasi jika terdapat
zona bening di sekitar koloni berindikasi
enzim metalloprotease telah dihasilkan.

:
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ZOZI:Pengaruh logam terhadap aktivitas enzim protease Bacillss bnublvB 6

lmbsalan Inokalum

1-2 ose biakan murni B. brcvis MB 6 dima-

sukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 50

rd medium fermentasi,lalu diinkubasi pada

.haker denpn kecepatan 180 rpm pada su-

:u kamat selarna 77 iam (OD mencapai 0'6)'

?roduksi EnSn Pmteasc

ijmbah cair tahu disaring dengan kertas sa-

ring Whatmann No. 42, kemudian disteril-

,ian dengan menggunakan autodave, Ialu

Ctambahkan tePung tapioka yang sudah

sreril. Medium ini digunakan sebagai me-

rrum fermentasi. Sebaoyak 10 rnl inokulum

Jimasukkan ke dalam 90 rnt media fermen-
--asi tersebut, kemudian diinkubasi pada

.haker dengan kecepatan 180 qpm, pada

.uhu kamar selama 24 iarn. Selanjutnya di-

'.oiasi etzim dengan cara media produksi

iisenuifus pada kecepatan 4500 rpm sela-

a 15 menit, kemudian dicatat volume

supernatan yang meruPakan larutan crude

enzim eksuaseluler dan dilakukan analisa

:engaruh logam Co, Mn, Ca, dan Zn ter-

::adap aktivitas Ptotease dari B. bnais Mb 6

:nenurut metoda BergmeYer.

^-lnalisir Penganth l-,ogan Co, Mn, Ca, dan Zn

: : rb ad@ a kti vi tar Prutease

\lasing-masing tabung reaksi dimasukkan 1

rnl substrat kasein dan ditarnbahkan 1 ml buf-

:er borax 0,01 M pH 8,0, 0,20 ml HCL 0,05 M

ian 0,20 ml larutao enzim, Ialu diinkubasi pada

suhu kamar selama 10 menit. Reaksi enzimatis

-ihsntikan dengan penambahan 2 mI larutan

TCA, kemudian ditambahkan 0,20 ml lanitan

.cgam dengan konsentrasi sesuai pedakuan, Ialu

Clnkubasi pada suhu kamar selama 10 menit,

Crsentrifus dengan kecepatan 4000 rym selama

10 menir Filtat yang diperoleh diambii 1,50 ml

dan diambahkao 5 ml NazCOl0,4 M seru 1 ml

reagen folin, kemudian diinkubasi pada suhu

kamar selama 20 menit dan diukur serap-

annya pada paniang gelombang 580 nm.

Untuk blanko,0,20 rnl akuadcs dimasukkan

ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 1

mt buffer botax 0,01 M pH 8,0, 1 ml kasein

dan 0,20 ml HCL 0,05 M, lalu diinkubasi

pada suhu kamar selama 10 menit. Selan-

iutoya ditambahkan larutan enzim sebanyak

0,20 ml dan 2 rnl TCA 0,1 M, kemudian

diinkubasi pada suhu kamat selarna 10 me-

nit. Sedangkan untuk standar, 1 ml buffer

botax 0,01 M pH 8,0 dimasukkan ke dalam

tabung reaksi dan ditambahkan 1 ml kasein,

0,20 ml HCL 0,05 M dan titosin standat 5

pM,ldu diinkubasi pada suhu kamar selama

10 menit. Kemudian dimasukkan 0,20 ml

larutan enzim dan 2 ml larutan TCA 0,1 M
dan diinku-basi pada suhu kamar selama 10

menit, laiu disenuifus dengan kecepatan

4000 rpm selama 10 menit, Selaniutnya

dilakukan hal yang sarna seperti terhadap

enzim contoh.
Aktivitas ptotease ditentukan dengan

menggunakan rLunus berikut @eto dan

Sloma,1993):

Aktivitas protease (unit/mq=

A,p _ Au
x Px 1/T

A',-Au

dsp absorbansi sampel; Abt = absorbansi

blankol Ast = absorbansi standar P = faktor

pengencetan; T: = wakru interaksi.

Analisis Data

Data yang dipetoleh dari pengamatan aktivi-

tas enzim dianalisa secata statistik dan bila

terdapat perbedaan yang nyata, dilanjutkan

dengan uji DNMRT pada txaf 5oh.

21
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Hasil dan Pembahasan

Uji Metollopnteolitik

Ufi metalloproteolitik tethadap B. bnuis lvIB
6, menunjukkan bahwa zona bening pada
perlakuan tanpa penambahan EDTA sekitar
2,0 cm dan menurun menjadi 0,9 cm pada
perlakuan dengan penambahan EDTA. Ter-
nyata EDTA yang terkandung dalam me-
dium dapat menurunkan aktivitas enzim
protease. Hal ini disebabkan enzim protease
yang disekresikan oleh B. bretis ke medium,
aktivitas enzimnya dalam menghidrolisis
kasein dihambat oleh EDTA.

Metalloprotease merupakan protease
yang aktivitasnya tergafitung adanya logam.
Logam yang dapat mengaktifkan kelompok
enzim ini adalah Mg, Zn, Co, Fe, Hg, Cd,
Ni, dan Ca. Namun enzim ini terhambat
katena tdanya EDTA yang mengkelat lo-
gam sehingga aktivitas enzirn berkuang,
juga dihambat oleh Sianida dan Pb (Fardiaz,
1988). Senyawa penghambat enzim ini digu-
nakan untuk mendapatkan atau melacak sisi
aktif enzim. Senyawa penghambat enz;rn
tersebut dipilih sebagai senyawa yang akan
bcrikatan dengan sisi aktif sedemikian se-

hingga enz.im tidak dapat bcrikatan dengan
subs tratnya (ttistiarini, 1997). Menurut Pero
dan Sloma (1993) metalloprorease biasanya

dihasilkan oleh Bacillus, dimana enzim ini
membutuhkan kation logam divalent.

Pengarah hgan tcrhadap aktiyitas cnim pmteaee

Aktivitas protease tertinggi diperoleh pada per-
lakuan penambahan logam Ca dengan konsen-
trasi 3,0 mmol, yaitu 0,923 Unit/ml yang ber-
beda nyata dengan perlakuan lainnya (Iabel 1).

Sedangkan penambahan logam Ca dengan kon-
senuasi 2,5 mmol aktivitas proteasenya berbeda

tidak nyata dengan penambahan Ca pada

))

konsentrasi 2,0 rnmol , tetapi berbeda orz:r
dengan perlakuan lrr:u;laya. Hal ini disebabk,-
pada penambahan CaCh konsentrasi 3,0 rnroc"

menyebabkan lebih banyak ion Ca yang meri-
bentuk ikatan koordinasi dengan rantai spesiFk

pada tempat aktif dan pada saat yang sa_rc.e

mcmbentuk satu atau lebih ikatan koordina-.:

pula dengan substraL Adanya ikatan tersebtr
membantu polarisasi di dalam substrat, sehrngga

dapat dipecah oleh enzim @fartin, Mayes dan

Rodwe[ 1983). Pada penelitian i.i, ternyata se-

makin tinggi konsentrasi CaCl2 yang diberikan
semakin tinggi pula aktivitas protease yang

dihasilkan. Disamping itu kalsium merupaka.
logam yang spesifrk untuk enzim protease yang
dihasilkan oleh Bacilks bnuis lvfB 6. Kalsium
merupakan kofaktor yang dapat memberikan
kestabilan yang tinggr terhadap enzim protease,
sehingga aktivius protease pun meojadi tinggr-

Menurut Mc Conn, Tsuru, dan Yasunobu
(1964), ion kalsium &pat mencegah autolisis
pada protease. Ion kalsium hendaknya di-
berikan pada enzim dengan rujuan untuk
meminimalisasi autolisis. Dengan kata lain
kalsium dipedukan unruk meningkatkan
aktivitas dengan can menjtgz stabilitas dari
enzim protease.

Adanya perbedaan aktivias protease de-
ngan penambahan beberapa logam pada enzim
protease diduga disebabkan oleh per-bedaan ke-
elektronegatifan dari masing-ma-sing logam se-

hi.gg, mempengaruhi ikatan elektrostatik antara
ion dengan gugus kar-boksil di dalam molekul
hidrofobik. Menurut Wandersman (1 989), logam
dapat menstabilkan enzim. Protease yaog berasal

dari bakteri rl,pat distabilkan deagan ion Ca me-
lalui ikatan elekttostatik u:ttre Ca*z dengan
gugus karboksil di dalam molekul hi&ofobik
bahagian ddam.
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. "rel 1. Rata-rata aktivitas enzim protease yang

:-:::silkan oleh B. breaislvlB 6 oleh penambahan

rr:erapa logam pada beberapa konsentrasi

\o. Pedakuan Aktivitas Protease
(Unit/mlx

0,923 t
0,604 b
0,554 b
0,249 c
a,240 c
0,237 c
0,235 c

0,229 c
0,203 c
0,171 c
0,744 c

0,115 c

0,104 c
0,103 c
0,084 c
0,082 c
0,070 c
0,051 c

0,049 c
0,048 c

dua-duanya, yaitu baik koenzim (organik)

maupun kofaktot untuk membuat suatu

enzim meniadi aktif. Dengan adanya ko-

faktor ion logam tersebut maka enzim pro-

tease metal yang inaktif meniadi teraktivasi

atau membentuk enzim komplek (holo-

enzim) yang aktif (Pelczar dan Chan, 1986).

KesimPulan

Bcrdasarkan hasil penclitian dapat disimpul-

kan bahwa Bacillu brcais lvfF. 6 dapat meng-

hasilkan enzim protease dari golongan met-

alloprotease. Aktivitas enzim protease yang

dihasilkan oleh Bacilhs bnpis NIB 6 mening-

kat dengan penambahan logam Co, Mn, Ca

danZn pada konsentrasi 1,0-3,0 mmol, ak-

tivitas protease terbaik dihasilkan pada pe-

nambahan Ca konsentrasi 3,0 mmol sebe-

sar 0,923 Unit/rnl.
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I ZrQ,O mmol)
5 Mn (3,0 mmol)
a Ca (1,5 mmol)

Mn (2,5 mmol)
r Mn (2,0 mmol)
) Zn (1,5 mmol)
:i-). Mn (1,5 mmol)
1i. Zn(2,5 mmol)
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.i. Ca (1,0 mmol)
:+. Co (3,0 mmol)
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' .lngka-angka pada setiap lajur yang tidak dii-

r-:: oleh huruf kecil yang sama berbcda nyata

::ia Uji DNMRT araf 5oh

Banyak enzim terdiri dari protein yang

::{abunq dengan molekul organik dcrrgan

-.:ar molekul rendah yang dinamakan ko-
--::rm. Bagian proteinnya disebut apoenzim.

.'--r bergabung kedua bagian tersebut mem-

.::riuk enzim yang lengkap disebut holo-

:..zin. Dalam beberapa hal, bagian non Pro-
::-r suatu enzim dapat berupa logam, misal-

-,.,-: besi pada enzim katalase. Jadi banyak

::zlo membutuhkan penambahan ion-ion

.-:arn (}1g*', Mn+2, Ys+z, Z,n+Z dan seba-

=n1'a) 
untuk meniadi teraktivitasi. Ion-ion

-:: dranggap sebagai koenzim anorganik atau

.:riaktor. Kadang-kadang dibutuhkan ke-
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