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1.Struktur Enzim

 Enzim merupakan biokatalisator/katalisator organik  yang diproduksi oleh makhluk hidup untuk mengkatalisis dan mengendalikan reaksi kimia yang penting dalam tubuh makhluk hidup tersebut. Berbeda dengan katalisator biasa, enzim mempunyai spesifisitas katalitik yang tinggi yang ditentukan oleh gugus fungsi pada situs aktifnya. Enzim hanya mengkatalisis reaksi secara termodinamika, yaitu berdasarkan pelepasan energi bebas. Katalisator ini terlibat dalam reaksi, tetapi kemudian kembali ke struktur asalnya (Trevor, 1985).

Enzim terdiri dari bagian protein dan bagian non protein. Bagian protein enzim yang disebut apoenzim sangat menentukan fungsi biokatalisator dari enzim. Bagian ini akan rusak pada suhu terlampau panas atau bersifat termolabil. Bagian non protein dari enzim disebut kofaktor atau gugus prostetik, yang dapat berupa senyawa organik (koenzim) atau senyawa non organik, seperti ion-ion logam. Gugus prostetik ini berukuran kecil, tahan [image: image3.png]


panas (termostabil), dan diperlukan enzim untuk aktivitas katalitiknya. Gabungan kedua bagian ini membentuk haloenzim, yaitu bentuk enzim yang sempurna dan aktif (Bergmeyer, 1984).

2
Sifat – Sifat Enzim


Beberapa sifat umum yang dimiliki oleh enzim (Praweda, 2000) yaitu:  

1. Enzim merupakan biokatalisator yang dalam konsentrasi kecil dapat memacu laju reaksi, tanpa merubah keseimbangan reaksi.

2. Enzim bersifat termolabil, hidrofil dan memiliki permukaan yang lebar.

3. Reaksi yang dikatalisis enzim dapat berlangsung sangat cepat. Setiap molekul enzim dapat digunakan berulang-ulang.
4. Enzim dapat bekerja di dalam sel (endoenzim) dan di luar sel (ektoenzim).
5. Umumnya enzim bekerja mengkatalisis reaksi satu arah, meskipun ada enzim yang mengkatalisis reaksi dua arah, seperti enzim lipase yang mengkatalisis pembentukan dan penguraian lemak. 

6. Enzim bekerja secara spesifik, karena sisi aktifnya 
(permukaan tempat melekatnya substrat) hanya cocok dengan permukaan substrat tertentu.

7. Enzim sangat peka
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 dan pH. 
8. Enzim dapat bereaksi dengan senyawa asam maupun basa, kation maupun anion.

9. Umumnya enzim tidak dapat bekerja tanpa adanya kofaktor. Aktivitas katalitik enzim juga dipengaruhi oleh zat yang berfungsi sebagai aktivator dan inhibitor.
3
Karakterisasi Enzim 


Perubahan suhu dan pH berpengaruh besar terhadap kerja enzim. Aktivitas enzim juga dipengaruhi oleh konsentrasi enzim dan konsentrasi substrat. Pengaruh aktivator, inhibitor dan kofaktor dalam beberapa keadaan juga merupakan faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim (Indah, 2004). 

1. Efek suhu terhadap aktivitas enzim

Aktivitas enzim akan bertambah dengan naiknya suhu sampai tercapainya aktivitas optimum. Kenaikan suhu lebih lanjut akan mengakibatkan menurunnya aktivitas enzim dan pada akhirnya merusak enzim (Pelczar, 1986). 

2. Efek pH terhadap aktivitas enzim


Perubahan pH akan mempengaruhi kecepatan reaksi enzim, karena berubahnya derajat ionisasi gugus asam dan basa dari enzim. Untuk kebanyakan enzim, terdapat rentang pH optimum dimana aktivitas enzim berlangsung secara optimum dan mempunyai stabilitas yang tinggi. Sebagian besar enzim mempunyai pH optimum yang mendekati netral, sebagian kecil lainnya mempunyai pH optimum yang sangat rendah (sekitar 2,0) atau sangat tinggi (sekitar  9,0) (Yulinah dkk, 1990).

3. Efek konsentrasi enzim terhadap aktivitas enzim 

Pada enzim-enzim dengan derajat kemurniannya tinggi, terdapat suatu hubungan linear antara jumlah enzim dan taraf aktivitas pada batas-batas tertentu. Konsentrasi enzim pada umumnya sangat kecil, bila dibandingkan dengan konsentrasi substrat. Saat konsentrasi enzim meningkat, maka aktivitas enzim juga bertambah (Pelczar, 1986). 

4. Efek konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim


Kecepatan reaksi yang dikatalisis oleh enzim sangat dipengaruhi oleh konsentrasi substrat. Pada konsentrasi substrat yang sangat rendah, kecepatan reaksi yang dikatalisis enzim juga sangat rendah. Sebaliknya, kecepatan reaksi akan meningkat dengan meningkatnya konsentrasi substrat sampai tercapai titik tertentu, yaitu titik batas kecepatan reaksi maksimum. Setelah titik batas, enzim menjadi jenuh oleh substratnya, sehingga tidak dapat berfungsi lebih cepat. Pembatas kecepatan enzimatis ini adalah kecepatan penguraian kompleks enzim-substrat menjadi produk dan enzim bebas (Lehningher, 1995)

5. Efek aktivator, inhibitor dan kofaktor terhadap aktivitas enzim


Aktifitas katalitik enzim dapat dipengaruhi oleh aktivator (bahan-bahan yang meningkatkan aktivitas enzim) dan inhibitor (bahan-bahan yang menurunkan aktivitas enzim). Berdasarkan kinetikanya, inhibitor dapat dibedakan menjadi inhibitor ireversibel dan reversibel (Palmer, 1995). 

Aktivitas enzim juga dipengaruhi oleh kofaktor, yaitu komponen non protein dari enzim yang menentukan aktivitas katalitiknya. Kofaktor ini dapat berupa senyawa organik yang disebut koenzim atau senyawa non organik seperti ion logam Fe2+, Mn2+, Zn2+ dan Ca2+ (Lehningher, 1995). 

Ion-ion logam ini umumnya ditambahkan dalam bentuk garam, misalnya ion Ca2+ dalam bentuk garam klorida. Kation-kation lain yang telah diketahui dapat mengaktifkan enzim adalah Na+, K+, Rb+, Cs+, Mg2+, Zn2+, Cu2+, Fe2+, Co2+, Ni2+, dan Al3+ (Palmer, 1995). 

4
Penggolongan Enzim

Kebanyakan enzim diberi nama dengan menambahkan akhiran -ase- pada nama substratnya, seperti urease yang mengkatalisis hidrolisis urea. Tetapi beberapa enzim yang dinamakan tanpa menerangkan substratnya, seperti tripsin. (Lehningher, 1995).

Berdasarkan sistem penamaan enzim internasional dari IUB (International Union of Biochemistry), enzim dapat digolongkan dalam enam golongan berdasarkan reaksi yang dikatalisisnya (Lehningher, 1995), yaitu:

1. Oksidoreduktase

Oksidoreduktase (dehidrogenase atau oksidase) mengkatalisis reaksi oksidasi reduksi, seperti glukosa oksidase, alkohol dehidrogenase dan piruvat hidrogenase.

2. Transferase

Transferase mengkatalisis pemindahan suatu gugus tertentu, seperti transmetilase, transaldolase, dan transketolase.

3. Hidrolase

Hidrolase berperan dalam reaksi hidrolisis, seperti protease, amilase, selulase, pektinase, dan maltase.

4. Liase 

Liase mengkatalisis penghilangan gugus tertentu dari substrat dengan atau tanpa melalui proses hidrolisis atau melalui pemutusan ikatan rangkap. Contoh: piruvat dekarboksilase.

5. Isomerase

Isomerase adalah semua enzim yang mengkatalisis reaksi isomerisasi, seperti alanin rasemase.

6. Ligase

Ligase berperan dalam reaksi pembentukan ikatan kimia, termasuk diantaranya enzim-enzim yang mengkatalisis pembentukan ikatan C-O, C-S, C-N, dan C-C.  Contoh: tiokinase.

5. Enzim Protease


Enzim protease merupakan biokatalisator untuk reaksi pemecahan protein menjadi oligopeptida atau asam-asam amino. Enzim-enzim ini bekerja mengkatalisis reaksi hidrolisis, yaitu reaksi yang melibatkan air pada ikatan spesifik dengan substrat, sehingga juga dapat digolongkan sebagai enzim hidrolase. Protease dinamakan juga peptidase, karena memecah ikatan peptida pada rantai polipeptida (Fuadi, 2007). 
Ada dua macam peptidase, yaitu endopeptidase dan eksopeptidase. Endopeptidase adalah enzim yang mengkatalisis pemecahan ikatan peptida pada bagian dalam rantai polipeptida. Eksopeptidase adalah enzim yang mengkatalisis pemecahan ikatan peptida pada ujung rantai polipeptida (Wirahadikusumah, 1989).
Protease dapat dihasilkan secara ekstraseluler (protease disekresikan ke luar sel atau ke lingkungannya) dan secara intraseluler (protease berada dalam sel). Pada protease ekstraseluler, enzim bekerja di luar sel  mikroorganisme tanpa perlindungan membran dan dinding sel, sehingga harus memiliki kestabilan yang tinggi terhadap berbagai pengaruh kimia dan fisika. Karakteristik ini menyebabkan protease ekstraseluler dapat digunakan dalam berbagai proses industri (Doi and McGloughlin, 1992).

5.1
Penggolongan Protease


Berdasarkan jenis residu asam amino dalam sisi aktifnya, protease dapat dibedakan menjadi empat golongan, yaitu protease serin, protease tiol, protease logam, dan protease karboksil (Creighton, 1993). 

Protease serin adalah protease yang memiliki sisi aktif pada residu serin dan umumnya merupakan endopeptidase. Aktivitas optimum enzim berlangsung pada pH 7,8. Protease tiol merupakan kelompok protease yang mempunyai residu sistein pada sisi katalitiknya dan merupakan endopeptidase (Creighton, 1993). Protease logam (metaloenzim) merupakan protease yang memiliki ion logam pada sisi katalitiknya. Protease ini umumnya merupakan eksopeptidase yang bersifat netral (Rao et al., 1998). Protease karboksil disebut juga protease asam, karena mempunyai dua residu aspartat pada sisi katalitiknya. Protease karboksil merupakan endopeptidase dengan umumnya pH optimum 2,0-5,0 (Creighton, 1993).

5.3
Kegunaan Enzim Protease


Protease merupakan enzim yang memiliki nilai ekonomi tinggi, karena aplikasinya sangat luas. Enzim protease banyak digunakan di dalam industri pangan maupun non pangan (Moon and Parulekar, 1993). 

Dalam industri pangan, protease digunakan pada pembuatan roti, biskuit, keju, bir dan alkohol. Penambahan protease pada adonan roti dimaksudkan untuk mengubah elastisitas serta tekstur dari gluten, sehingga volume roti dapat ditingkatkan. Selain itu, waktu pembuatan roti dapat direduksi sekitar 30%. Dalam pembuatan biskuit, protease digunakan untuk menghasilkan adonan dengan ekstensibilitas dan kekuatan yang seimbang, sehingga adonan dapat dibentangkan dengan tipis. Dalam industri bir, protease berfungsi sebagai penjernih. Pada industri alkohol, enzim ini digunakan untuk menghidrolisis protein yang menyelubungi pati, sehingga mudah dipecah menjadi alkohol oleh khamir. Dalam industri pangan lainnya, protease digunakan untuk pengempukkan daging, pembuatan kecap dari kedelai, dan menghidrolisis protein pada ikan untuk menghasilkan minyak ikan (Suhartono, 1989).


Dalam industri non pangan, protease banyak digunakan pada industri kulit (pembersih bulu), tekstil, bahan tambahan pada deterjen (pembersih protein pada lensa kontak, penghilang noda pakaian) dan pasta gigi. Dalam industri film dan fotografi, protease digunakan untuk memperoleh kembali komponen perak (Suhartono, 1989). Dalam bidang farmasi, protease digunakan untuk membantu penyerapan protein dalam saluran pencernaan, pengobatan luka bakar serta sebagai bahan aktif dalam sediaan kosmetik (Witarto, 2006).

5.4

Penghasil Enzim Protease


Enzim protease dapat dihasilkan dari berbagai sumber, yaitu bakteri, jamur, virus, tumbuhan, hewan dan manusia. Protease yang dihasilkan dari berbagai bakteri kebanyakan bersifat basa dan netral, sedangkan protease yang dihasilkan oleh berbagai jamur dapat bersifat asam, netral, dan basa. Dari beberapa jenis virus penyebab penyakit, seperti virus penyebab kanker dan AIDS, dihasilkan enzim protease yang terlibat dalam pembentukan protein virus. Jenis-jenis protease yang dihasilkan virus adalah protease serin, tiol dan karboksil (Rao et al., 1998).

Enzim protease yang dihasilkan dari tanaman diantaranya adalah papain dan bromelain. Papain merupakan enzim protease yang dihasilkan oleh buah pepaya. Enzim ini aktif pada pH 5,0-9,0 dalam suhu 80-900C. Bromelain merupakan enzim protease yang berasal dari batang, akar, dan buah nanas. Bromelain merupakan jenis protease tiol yang stabil sampai suhu 700C (Rao et al., 1998). 

Enzim protease yang dihasilkan oleh hewan dan manusia adalah tripsin, pepsin, dan kimotripsin. Tripsin merupakan protease serin yang berperan sebagai enzim pencernaan di usus halus. Pepsin merupakan protease karboksil yang terdapat dalam lambung hampir seluruh vertebrata. Kimotripsin banyak ditemukan dalam ekstrak pankreas hewan (Rao et al., 1998).

Salah satu sumber penghasil enzim protease yang banyak diteliti adalah bakteri. Pemilihan bakteri sebagai sumber enzim protease disebabkan beberapa alasan, antara lain bakteri lebih mudah tumbuh dengan kecepatan yang lebih cepat dibandingkan makhluk hidup lainnya, skala produksi enzim mudah ditingkatkan, biaya produksi enzim relatif rendah, kondisi produksi tidak tergantung pada musim dan waktu proses produksi enzim lebih pendek (Poernomo, 2004).

Untuk memproduksi enzim protease dari bakteri secara optimum, diperlukan proses pencarian, identifikasi dan isolasi galur unggul, yaitu galur yang menghasilkan enzim protease dalam jumlah dan aktivitas yang lebih tinggi. Selain itu, kondisi produksi juga perlu dikontrol dengan mengoptimasi berbagai faktor yang mempengaruhi laju pertumbuhan dan laju produksi enzim, seperti suhu, pH, komposisi medium (penambahan surfaktan dan logam), dan kondisi aerasi (transfer oksigen) (Palmer, 1995). 

Untuk menguji suatu biakan bakteri menghasilkan enzim protease ekstraseluler, maka bakteri tersebut harus ditumbuhkan pada medium padat yang mengandung kasein. Bakteri penghasil enzim protease ekstraseluler akan membentuk zona penguraian kasein (zona bening) di sekitar koloninya. Besar-kecil diameter zona menunjukkan konsentrasi dan aktivitas enzim yang dihasilkan (Palmer, 1995). Bakteri penghasil enzim protease ekstraseluler disebut juga sebagai bakteri proteolitik.  

5.5
Bakteri Proteolitik

Dekomposisi protein oleh bakteri lebih kompleks dibandingkan pemecahan karbohidrat. Produk akhir dari dekomposisi protein pun lebih bervariasi, karena struktur protein bakteri yang kompleks. Bakteri  memecah protein menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana melalui suatu sistem enzim protease yang kompleks. Senyawa-senyawa antara dan produk akhir dari hasil pemecahan sangat bervariasi (Abraham et al., 1993). 

Semua bakteri menghasilkan enzim protease di dalam sel, tetapi tidak semua bakteri mengekskresikan enzim ini ke luar sel. Bakteri proteolitik adalah bakteri yang memproduksi enzim protease ekstraseluler, yaitu enzim pemecah protein yang diproduksi di dalam sel, lalu diekskresikan keluar sel (Abraham et al., 1993). 

Bakteri proteolitik dapat digolongkan menjadi beberapa kelompok, yaitu (Abraham et al., 1993):

1.
Bakteri aerobik atau anaerobik fakultatif yang tidak membentuk spora, misalnya Pseudomonas dan Proteus. 

2.
Bakteri aerobik atau anaerobik fakultatif yang membentuk spora, misalnya Bacillus. 

3.
Bakteri anaerobik pembentuk spora, misalnya sebagian spesies Clostridium.
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