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MOTTO 

 

ٌمَزيَِّةٌ   لٌٌَتََْتَقِرٌٌْمَنٌٌْدُوْنَكٌٌَفَلِكُلٌ ٌشَيْئٌ 
“Jangan menghina seseorang yang lebih rendah daripada kamu, karena segala sesuatu 

itu mempunyai kelebihan atau keistimewaan” 
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ABSTRAK 

Faizah, Mamluatul. 2017. Pengaruh Suhu dan pH terhadap Aktivitas Enzim Protease 

Bacillus subtilis dari Daun Kenikir (Cosmos sulphureus) yang Ditumbuhkan 

dalam Media Campuran Limbah Cair Tahu dan Dedak. Skripsi. Jurusan 

Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik 

Ibrahim Malang. Dosen Pembimbing (I) Dr. Hj. Ulfah Utami, M.Si. (II) 

Mujahidin Ahmad, M.Sc 

Kata Kunci : Suhu, pH, Enzim Protease, Bacillus subtilis 

Protease merupakan salah satu enzim yang menempati posisi penting dalam 

bidang industri enzim. Protease adalah enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis 

protein menjadi asam amino dan peptida sederhana. Enzim ini dapat diisolasi dari 

berbagai sumber seperti tanaman, hewan, dan mikroba. Bacillus subtilis mampu 

menghasilkan enzim protease yang dapat menghidrolisis protein. Campuran limbah cair 

tahu dan dedak dapat dimanfaatkan sebagai media produksi enzim protease dari Bacillus 

subtilis. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu dan pH terhadap 

aktivitas enzim protease Bacillus subtilis dari Daun Kenikir (Cosmos sulphureus) yang 

ditumbuhkan dalam media campuran limbah cair tahu dan dedak. 

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan rancangan acak 

lengkap (RAL) pola faktorial dengan dua faktor dan masing-masing faktor dilakukan 

pengulangan sebanyak 3 kali. Faktor pertama adalah variasi suhu 25 ºC, 35 ºC, 45 ºC, dan 

55 ºC, sedangkan faktor kedua adalah variasi pH 7, 8, dan 9. Data yang diperoleh 

dianalisis dengan menggunakan Analysis Of Variance (ANOVA) dan apabila terdapat 

pengaruh nyata terhadap perameter maka dilakukan uji lanjut dengan uji Duncan Multiple 

Range Test (DMRT) pada taraf kesalahan 5%. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa suhu dan pH berpengaruh terhadap aktivitas 

enzim protease Bacillus subtilis dari Daun Kenikir (Cosmos sulphureus) yang 

ditumbuhkan dalam media campuran limbah cair tahu dan dedak. Aktivitas protease 

tertinggi diperoleh pada perlakuan interaksi suhu 55 ºC dan pH 8 sebesar 1,511 U/ml, 

sedangkan aktivitas protease terendah diperoleh pada perlakuan interaksi suhu 25 ºC dan 

pH 7 sebesar 0,063 U/ml. 
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ABSTRACT 

Faizah, Mamluatul. 2017. The Effect of Temperature dan pH on Protease Enzyme 

Activity Against Bacillus subtilis from Kenikir Leaf (Cosmos sulphureus) 

Grown in Mixed Waste Liquid Media of Tofu and Bran. Biology Department 

of Science and Technolgy Faculty State Islamic University of Maulana Malik 

Ibrahim Malang. Advisor: (I) Dr. Hj. Ulfah Utami, M.Si. (II) Mujahidin Ahmad, 

M.Sc 

Keywords: Temperature, pH, Protease Enzyme, Bacillus subtilis 

Protease is one of the enzymes that occupy an important position in industrial 

enzymes. Extracellular protease is an enzyme which can hydrolyze peptide bonds of 

proteins into amino acids and oligopeptides. This enzyme can be isolated from plants, 

animals, and microbes. Bacillus subtilis can produce protease enzyme with an index of 

1,44. Mixed liquid waste of tofu and bran can be utilized as a medium production of 

protease enzyme from Bacillus subtilis. The aims of this research was to determine the 

effects of temperature and pH on the protease enzyme activity of Bacillus subtilis from 

Kenikir Leaf (Cosmos sulphureus) that grown in Mixed Waste Liquid Media of Tofu and 

Bran. 

This research is experimentally uses a Completely Randomized Design (CRD) 

factorial design with two factor treatments and 3 times repetition. The first factor is 

variation of temperature which are 25 ºC, 35 ºC, 45 ºC, and 55 ºC. the second is variation 

of pH which are pH 7, 8, and 9. The data were analyzed using Analysis Of Variance 

(ANOVA) and if the data significantly affected the parameter, then it would be continued 

by Duncan Multiple Range test (DMRT) with the fault level 5%. 

The result showed that the interaction of temperature and pH affected the 

protease enzyme activity of Bacillus subtilis from Kenikir Leaf (Cosmos sulphureus) that 

grown in Mixed Waste Liquid Media of Tofu and Bran. The highest protease enzyme 

activity obtained from interaction of temperature 55 ºC and pH 8 with an activity of 1,511 

U/ml, while the lowest protease enzyme activity obtained from interaction temperature 25 

ºC and pH 7 with an activity of 0,063 U/ml. 
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  مستخلص البحث

 Bacillus subtilisإلة  شاة ا اشة الأ ايشة الأ البةر  تي ة   pHتأثير دراجة  الحةرارو   .7102ٌ.ٌمملؤةالفائزة,ٌ
ش ضة  ية   ئة الإ ام ةلم الطختللة  السة الإ التنيةن ال   اة      (Cosmos sulphureus)من  رقة  ن يرةر 

كٌليتٌالعلومٌوالتكنولوجياٌجامعةٌمولنااٌمالاكٌإاارا يمٌاميا ميةٌالحكومياةٌال خ ل .  البحثٌالجامعي.ٌقسمٌالحياة
ٌالدشريف:ٌؤلفةٌؤتمٌالداجستير,ٌمجاحدينٌأحمدٌالداجستير.ٌمالنج.ٌ

  Bacillus subtilis,ٌانزيمٌالأنزيمٌالبروتيني,pHٌالكلماتٌالأيايية:ٌدراجةٌالحرارة,ٌ

البروتينيٌ وٌواحادٌمانٌانازيمٌالاتيٌتَتالٌمكاناةٌ اماةٌلاٌمجااتٌالنزاااتٌاللانايية,ٌالبروتيانيٌ اوٌإنزاااتٌ
ليتحللٌاروتينيٌلاٌالأحماضٌالأمينياةٌوٌالبيتياداٌاساي ة.ٌ اتاٌأنازيمٌاكانٌليبايادٌمانٌملاادرٌخارجٌالخليةٌالتيٌاكنٌ

قااادرةٌيلااتٌإنتاااجٌامنزااااتٌالبروتيااازٌالااتيٌاكاانBacillus subtilisٌٌ مختلفااةٌماانٌالنباتااات,ٌحيااوار,ٌوٌميكاارو .
ليكااااورٌويااااائلٌامياااا مٌإنتاااااجٌٌاااااروتكٌالكولسااااطوت.ٌمختل ااااةٌالسااااائلٌالتوفااااوٌالنفاياااااتٌوٌ الااااةٌاكاااانٌاياااات دام ا

ضدٌنشاطٌانزيمpHٌٌكارٌ تهٌالباحثةٌلتعريفٌتأثيرٌدراجةٌالحرارةٌوٌ.Bacillus subtilis الأنزااتٌالبروتينيةٌمنٌ
كٌنيكرBacillus subtilisٌٌالأنزيمٌالبروتينيٌ ناضجٌلاٌويائلٌامي مٌالد تل ةٌٌ(Cosmos sulphureus)منٌورقة

ٌوٌالن الة.السائلٌالتوفوٌالنفاياتٌ
كٌالٌٌ(RAL)كارٌطبيعاةٌ اتهٌالبحاثٌبياريصٌاتلاميمٌيشاوائيكٌامالٌ نما ٌياامليٌاااثنكٌمانٌالعوامالٌو

يمااٌيوامالٌ,ºC 55 ,وºC, 35 ºC ,25 ºC 45 ,ٌ ايٌمتنوياةٌدرجاةٌالحارارةٌياملٌوكررٌث ثٌمرات.ٌالعامالٌالأوت
 Analysis Of  Varianceيتمٌتَليلٌالبياناتٌالتيٌتمٌالحلوتٌيلي ااٌا ريقاة9ٌٌ وٌ pH 7 ,8 , اثانيٌ يٌمتنوية

(ANOVA)ٌٌوٌإذاٌتأثيرٌحقيقيٌللمعلمةٌثمٌاختبار اٌأاعدٌمنٌذلكٌاإختبارDuncan Multiple Range Test 

(DMRT)ٌٌ5يلتٌمستوىٌالخ أ%ٌ.ٌ
Bacillus subtilisٌزيمٌالبروتينييتأثرٌللٌنشاطٌانزيمٌالأنpHٌنتيجةٌمنٌ تهٌالبحثٌٌأرٌدرجةٌالحرارةٌوٌ

كٌنيكرٌ ناضجٌلاٌويائلٌامي مٌالد تل ةٌالساائلٌالتوفاوٌالنفايااتٌوٌالن الاة.ٌٌ(Cosmos sulphureus)منٌورقة
ٌ,U/ml 1,511كبايرٌمثالpH 8ٌٌٌوºCٌٌ 55تمٌالحلاوتٌيلاتٌأيلاتٌنشااطٌللبروتياازٌلاٌيا جٌتفايالٌدرجاةٌالحارارةٌ

 0,063كباايرٌمثاالpH 7ٌٌٌوºCٌٌ 25اينمااٌتمٌالحلااوتٌيلااتٌأقاالٌنشاااطٌللبروتيااازٌلاٌياا جٌتفاياالٌدرجااةٌالحارارةٌ
U/mlٌ.ٌ
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Enzim merupakan golongan protein yang paling banyak terdapat dalam sel 

hidup dan mempunyai fungsi penting sebagai biokatalisator pada reaksi-reaksi 

biokimia (Lehninger, 1997). Enzim merupakan katalisator pilihan yang 

diharapkan dapat mengurangi dampak pencemaran dan pemborosan energi karena 

reaksinya tidak membutuhkan energi tinggi, bersifat spesifik, dan tidak beracun 

(Yuneta dan Putra, 2010). Kemajuan aplikasi enzim dalam bidang teknologi 

menyebabkan penggunaan enzim dalam bidang industri baik pangan maupun non 

pangan semakin meningkat (Ward, 1985). Beberapa pengamatan yang telah 

dilakukan membuktikan bahwa penggunaan enzim semakin meningkat dari tahun 

ke tahun mencapai 10-15% (Mufarrikha, et al., 2014). 

 Protease merupakan salah satu kelompok enzim yang banyak digunakan 

dalam bidang industri (Suhartono, 1992). Protease merupakan enzim yang sangat 

kompleks, mempunyai sifat fisika-kimia dan sifat-sifat katalitik yang sangat 

bervariasi (Ward, 1983). Protease disebut juga peptidase atau proteinase, 

merupakan enzim golongan hidrolase yang akan memecah protein menjadi 

molekul yang lebih sederhana, seperti menjadi oligopeptida pendek atau asam 

amino dengan reaksi hidrolisis pada ikatan peptida. Enzim ini diperlukan oleh 

semua mahkluk hidup karena bersifat esensial dalam metabolisme protein 

(Poliana, 2007). Enzim ini dihasilkan secara ekstraseluler oleh mikroorganisme 

dan mempunyai peranan yang sangat penting dalam metabolisme sel dan 

keteraturan dalam sel (Ward, 1983). Protease ekstraselular adalah enzim yang 
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dapat menghidrolisis protein menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana 

seperti peptida rantai pendek dan asam amino (Bergmann, 1942). 

Penggunaan enzim protease sangat efektif dan menguntungkan. Dalam 

industri pangan, enzim protease dimanfaatkan untuk pengolahan susu, roti, 

biskuit, proses pematangan keju, pengempukan daging, dan pembuatan produk 

dari kedelai. Selain itu enzim protease juga digunakan pada beberapa aplikasi 

industri seperti deterjen, farmasi, produk-produk kulit, produk-produk makanan, 

dan proses pengolahan limbah industri (Kurniawati, 2012). 

Perdagangan protease mencapai 60% dari total penjualan enzim dunia 

yang mencapai 2 miliar US$ dengan peningkatan nilai jual mencapai 6-7% 

pertahun (Suhartono, 2000), khususnya    protease mikroba mencapai 40% dari 

total jumlah enzim yang di jual di seluruh dunia (Gupta, et al., 2002). Kebutuhan 

enzim protease sangat tinggi, tetapi pemenuhan kebutuhan terhadap enzim 

protease hampir 100% masih bergantung pada produk impor (Kurniawati, 2012). 

Salah satu cara mengantisipasi ketergantungan terhadap impor tersebut adalah 

dengan mengupayakan untuk memproduksi enzim protease dengan 

mengoptimalkan pemanfaatan sumber daya hayati yang dimiliki oleh Indonesia 

(Suhartono, 2000).  

Keragaman hayati Indonesia yang tinggi memberikan peluang yang besar 

untuk mendapatkan mikroorganisme potensial untuk dikembangkan sebagai 

penghasil enzim protease (Akhdiya, 2003). Keberadaan mikroorganisme secara 

implisit dapat dikaitkan dalam Al-Qur‟an Surat Yunus (10) ayat 61 yang 

berbunyi: 
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Artinya: “Kamu tidak berada dalam suatu Keadaan dan tidak membaca suatu 

ayat dari Al-Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, 

melainkan Kami menjadi saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. 

tidak luput dari pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) 

di bumi ataupun di langit. tidak ada yang lebih kecil dan tidak (pula) 

yang lebih besar dari itu, melainkan (semua tercatat) dalam kitab yang 

nyata (Lauh Mahfuzh)”. 

Bahreisy (1988) menjelaskan dalam Tafsir Ibnu Katsir, bahwa Allah 

mengetahui tentang semua makhluk-Nya. Tidak ada sesuatu walaupun seberat 

zarrah atau lebih kecil dari itu yang luput dari jangkauan pengetahuan-Nya.  

Maksud dari kata dzarrah (atom) dalam ayat tersebut adalah segala 

sesuatu yang ada di bumi ini yang diciptakan Allah dengan ukuran kecil (atom), 

termasuk di dalamnya benda hidup yang memiliki ukuran sangat kecil yaitu 

bakteri yang tidak luput dari jangkauan pengetahuan Allah. Mikroorganisme 

adalah sumber enzim yang paling banyak digunakan dibandingkan dengan 

tanaman dan hewan. Sebagai sumber enzim, mikroorganisme lebih 

menguntungkan karena pertumbuhannya cepat, dapat tumbuh pada substrat yang 

murah, lebih mudah ditingkatkan hasilnya melalui pengaturan kondisi 

pertumbuhan dan rekayasa genetik, serta mampu menghasilkan enzim yang 

ekstrim (Kosim, 2010). Beberapa mikroorganisme yang berpotensi menghasilkan 

enzim protease diantaranya adalah bakteri dari genus Bacillus dan kapang dari 

genus Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Endhotia, dan Mucor (Yusriah dan 

Nengah, 2013).  



4 
 

 

 

Sebagian besar genus Bacillus merupakan produsen utama protease 

ekstraseluler (Nascimento dan Martins, 2006). Mikroba jenis Bacillus tidak 

menghasilkan toksin, mudah ditumbuhkan, dan tidak memerlukan substrat yang 

mahal. Kemampuan Bacillus untuk bertahan pada temperatur tinggi, tidak adanya 

hasil samping metabolik, dan kemampuannya untuk menghasilkan sejumlah besar 

protein ekstrasel membuat Bacillus merupakan organisme favorit untuk industri 

(Doi, 1992). Salah satunya adalah spesies Bacillus subtilis (Soeka dan Sulistiani, 

2014). 

Bacillus subtilis banyak digunakan dalam sektor industri enzim (Chu, 

2007). Bacillus subtilis sangat direkomendasikan untuk produksi protease dalam 

skala besar di sektor industri (Pant, et al., 2015). Bacillus subtilis yang digunakan 

pada penelitian ini merupakan bakteri endofit yang telah diisolasi oleh Wibawani 

(2016) dari daun Kenikir (Cosmos sulphureus). Bakteri endofit mempunyai 

peluang yang sama dengan bakteri yang hidup diluar jaringan tanaman sebagai 

bakteri potensial (Melliawati, et al., 2016). Bakteri endofit Bacillus memiliki 

potensi dalam menghasilkan enzim protease, amylase, dan lipase (Fatichah, 2011).  

Melliawati, et al., 2016 menyebutkan bahwa bakteri endofit Bacillus 

amyloliuefaciens subs. Plantarum strain FZB42 yang diisolasi dari Taman 

Nasional Gunung Halimun dapat menghasilkan enzim protease sebesar 125,204 

U/ml. Dalam penelitian Fatichah (2011) disebutkan bahwa bakteri endofit 

Bacillus mycoides yang diisolasi dari akar tanaman kentang berpotensi sebagai 

penghasil enzim protease dengan nilai indeks protease sebesar 1,79. Setelah 

dilakukan penelitian lanjutan oleh Noviasari (2013), aktivitas protease meningkat 

dengan interaksi suhu 60ºC dan pH 8 yaitu sebesar 27,59 x 10
-2 

U/ml pada media 
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campuran limbah cair tahu dan dedak. Protease yang dihasilkan oleh bakteri 

endofit memainkan peranan penting pada proses penetrasi dan migrasi ke jaringan 

inang definitif (Ummulbalqis, 2006).  

Dewasa ini, para ilmuwan mulai memanfaatkan limbah sebagai substrat 

potensial penghasil protease (Yun, 2006). Salah satu jenis limbah yang dapat 

digunakan adalah limbah cair tahu yang tidak dimanfaatkan kembali dan pada 

umumnya dibuang di sungai, yang dapat mengakibatkan pencemaran sungai 

(Pandy, 2010). Di Indonesia, produksi limbah cair tahu dari industri tahu 

mencapai 20 juta meter kubik per tahun dan menghasilkan emisi sekitar 1 juta ton 

CO2 ekivalen. Sebanyak 80% industri tahu berada di Pulau Jawa. Dengan 

demikian, emisi yang dikeluarkan pabrik tahu di Jawa mencapai 0,8 juta ton CO2 

ekivalen (Setiawan dan Rusdjijati, 2014). Limbah cair tahu mengandung 40-60% 

protein, 25-50% karbohidrat, dan 10% lemak (Sugiharto, 1994). Komponen 

nutrisi lengkap dari limbah cair tahu yang masih mengandung protein dengan 

kadar tinggi memungkinkan mikroorganisme penghasil protease dapat tumbuh di 

dalamnya.  

Berdasarkan penelitian Naiola dan Widhyastuti (2002), dilaporkan bahwa 

Bacillus macerans memiliki aktivitas protease lebih tinggi dalam media campuran 

limbah cair tahu dan dedak dibandingkan dengan media limbah cair tahu tanpa 

campuran dedak yakni sebesar 17,61 x 10
-2

 U/ml. Adapun besarnya aktivitas 

protease Bacillus macerans dalam media limbah cair tahu tanpa dedak yaitu 1,67 

x 10
-2

 U/ml, sedangkan dalam media dedak saja sebesar 13,26 x 10
-2

 U/ml. 

Mufarrihah (2009) menyatakan bahwa dedak mempunyai komposisi sebagai 

berikut: abu 7,7-20,6%, protein 9,8-15,4%, selulosa 5,0-12,3%, serat kasar 5,7-
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20,9%, nitrogen 34,2-46,1%, pentosa 8,7,1-11,14%, lemak 7,7-11,4%, kadar air 

8,4-14,7,9%. Oleh karena itu, perlu dilakukan pengujian aktivitas enzim protease 

bakteri endofit Bacillus subtilis yang berasal dari tanaman Kenikir dalam media 

campuran limbah cair tahu dan dedak sehingga diharapkan dapat meningkatkan 

produksi enzim protease.  

Media produksi untuk menghasilkan enzim harus memenuhi kebutuhan 

dasar untuk menghasilkan sel serta produk. Unsur utama yang paling dibutuhkan 

adalah nitrogen dan karbon. Nitrogen sangat diperlukan untuk pertumbuhan sel, 

sedang unsur karbon digunakan untuk meningkatkan energi biosintesis (Aunstrup, 

1979). Selain kandungan protein dalam limbah cair tahu, dedak juga mengandung 

protein dan nitrogen yang relatif tinggi (Udiyono, 1987). Mufidah (2015) 

menambahkan bahwa dedak padi merupakan sumber karbohidrat yang 

mengandung banyak unsur karbon (C) dan nitrogen (N) yang dapat digunakan 

sebagai tambahan nutrisi pada media produksi. Diantara media produksi yang 

belum banyak dimanfaatkan adalah limbah yang jika tidak diolah akan merusak 

lingkungan. Padahal islam mewanti-wanti pada umatnya untuk tidak melakukan 

kerusakan di muka bumi. Sebagaimana diterangkan dalam Al-Quran surat Al-

A‟raaf (7) ayat 56 yang berbunyi:  

                      

         

 

Artinya: “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka bumi, sesudah 

(Allah) memperbaikinya dan Berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut 

(tidak akan diterima) dan harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya 

rahmat Allah Amat dekat kepada orang-orang yang berbuat baik” (Al-

A‟raaf (7) : 56). 
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Menurut tafsir Ibnu Katsir (2003) bahwa Allah melarang hal-hal yang 

membuat kerusakan di muka bumi dan memerintahkan hamba-hamba-Nya untuk 

beribadah, berdoa, dan merendahkan diri kepada-Nya. 

Maksud dari penggalan ayat “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di 

muka bumi, sesudah (Allah) memperbaikinya” adalah Allah melarang segala 

perbuatan yang menimbulkan kerusakan di bumi dan hal-hal yang membahayakan 

kelestariannya sesudah diperbaiki. Oleh sebab itu, manusia diperintahkan untuk 

mengelola alam dengan cara melestarikannya dan mengurangi dampak dari 

limbah yang dihasilkan.  

Berbagai manfaat di dalam alam semesta yang belum termanfaatkan secara 

maksimal baiknya sebagai umat manusia yang diberi akal pikiran harus mampu 

memanfaatkan dan mengelola apa yang telah di berikan oleh Allah dengan sebaik-

baiknya, seperti halnya limbah cair tahu dan dedak sebagai media produksi enzim 

protease. Sehingga, limbah ini tidak terbuang sia-sia. Segala ciptaan Allah SWT 

di muka bumi ini tidak ada satupun yang sia-sia. Sebagaimana dicantumkan dalam 

Al-Qur‟an surat Ali „Imron (3) ayat 191 yang berbunyi: 

                        

                         

 

Artinya: “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk 

atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang 

penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah 

Engkau menciptakan Ini dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, Maka 

peliharalah kami dari siksa neraka.”. (Ali „Imron (3) : 191) 

Berdasarkan ayat yang bergaris bawah di atas, bermakna bahwa diantara 

perkataan yang diucapkan oleh orang-orang berakal adalah mereka yang 

mensucikan Tuhan mereka, yaitu dengan mengatakan bahwa tidak mungkin Allah 

menciptakan langit dan bumi ini dengan sia-sia atau tanpa ada hikmah satu pun 

(Asy-Syanqithi, 2006).  
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Adanya limbah cair tahu dan dedak yang dapat digunakan sebagai media 

produksi enzim protease ini merupakan salah satu hikmah yang perlu diteliti. 

Sebagaimana yang diketahui bahwa sebagian besar pabrik produksi tahu 

membuang limbah dari produksi tahu ke saluran air tanpa memikirkan dampak 

yang akan terjadi. Sehingga, Allah memberikan akal kepada manusia untuk 

memikirkan suatu solusi. Salah satunya dengan memanfaatkan limbah cair tahu 

ini menjadi media produksi enzim protease. 

Kerja enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor, terutama adalah substrat, 

suhu, dan pH (tingkat keasaman). Tiap enzim memerlukan suhu dan pH optimum 

yang berbeda-beda karena enzim adalah protein yang dapat mengalami perubahan 

bentuk jika suhu dan keasaman berubah. Di luar suhu dan pH yang sesuai, enzim 

tidak dapat bekerja secara optimal atau strukturnya akan mengalami kerusakan 

(Ahira, 2011). Menurut Pratiwi (2008) faktor yang sangat diperhatikan pada 

enzim yang akan diaplikasikan dalam industri dan akan mempengaruhi 

kestabilannya ialah suhu dan pH. Bacillus subtilis yang diuji merupakan bakteri 

endofit. Adapun daun Kenikir berasal dari desa Ampeldento, Kecamatan 

Karangploso, Malang yang memiliki suhu berkisar 22ºC hingga 28ºC.  

Penelitian potensi Bacillus subtilis dalam menghasilkan enzim protease 

telah banyak dilaporkan. Pant, et al (2015) menyatakan bahwa Bacillus subtilis 

yang diisolasi dari tanah dapat memproduksi enzim protease tertinggi pada pH 7.4 

sebanyak 143,3 U/ml dalam substrat gelatin. Soeka dan Sulistiani (2014) 

menyebutkan bahwa aktivitas tertinggi protease Bacillus subtilis A1 InaCC B398 

yang diisolasi dari terasi Samarinda sebesar 87,35 U/ml pada suhu 50ºC dan pH 

8,5. Dalam penelitian Nisha dan Divakaran (2014), produksi tertinggi enzim 
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protease Bacillus subtilis NS yang diisolasi dari air laut terdapat pada pH 9 (123,5 

U/ml) dan pada suhu 40 ºC (117,4 U/ml). Bakteri memiliki potensi yang lebih 

besar dalam memproduksi enzim protease dibandingkan dengan kapang. Hal ini 

dapat diketahui dari hasil aktivitas protease yang dihasilkan oleh Penicillium sp, 

Verticillium sp, dan Trichoderma sp yang diisolasi dari tanah Wonorejo berturut-

turut adalah 0,197 U/ml, 0,196 U/ml, dan 0,162 U/ml (Yusriah dan Kuswytasari, 

2013). 

Berdasarkan uraian latar belakang diatas, dapat diketahui bahwa walaupun  

spesies  sama  jika  diisolasi  dari  tempat  yang  berbeda  dalam substrat berbeda 

akan memiliki  aktivitas  protease  optimum  yang  berbeda pula. Selain itu 

minimnya penelitian mengenai potensi bakteri endofit Bacillus subtilis 

menjadikan penelitian ini perlu dilakukan untuk mengetahui potensi bakteri 

endofit Bacillus subtilis yang diisolasi dari daun Kenikir dalam menghasilkan 

enzim protease serta mengetahui suhu dan pH optimum terhadap aktivitas 

protease dari bakteri endofit Bacillus subtilis yang ditumbuhkan dalam media 

campuran limbah cair tahu dan dedak. Hasil penelitian diharapkan dapat menjadi 

salah satu alternatif untuk memproduksi enzim protease secara komersial serta 

menjadi solusi dalam mengurangi permasalahan limbah. 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana pengaruh interaksi 

suhu dan pH terhadap aktivitas enzim protease dari bakteri endofit Bacillus 

subtilis yang ditumbuhkan dalam media campuran limbah cair tahu dan dedak ?   
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1.3 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh interaksi suhu dan pH 

terhadap aktivitas enzim protease dari bakteri endofit Bacillus subtilis yang 

ditumbuhkan dalam media campuran limbah cair tahu dan dedak. 

1.4 Hipotesis 

Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah aktivitas enzim protease yang 

dihasilkan oleh bakteri endofit Bacillus subtilis tinggi pada suhu dan pH 

optimum.  

1.5 Manfaat Penelitian 

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Memberikan informasi dan wawasan terhadap pengembangan ilmu 

pengetahuan biologi dan khususnya mata kuliah mikrobiologi dan 

bioteknologi. 

2. Memberikan informasi mengenai potensi bakteri endofit Bacillus subtilis 

dalam menghasilkan enzim protease. 

3. Memberikan informasi ilmiah mengenai media alternatif campuran limbah 

cair tahu dan dedak untuk memproduksi enzim protease Bacillus subtilis. 

4. Memberikan informasi ilmiah mengenai suhu dan pH optimum untuk 

aktivitas enzim protease yang dihasilkan Bacillus subtilis. 

5. Dapat dijadikan sumber informasi untuk penelitian selanjutnya, untuk 

mengembangkan bakteri Bacillus subtilis sebagai agen penghasil enzim 

protease yang lebih menguntungkan. 
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6. Dapat dijadikan solusi dalam mengurangi dampak pencemaran limbah cair 

tahu di lingkungan. 

1.6 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Bakteri endofit yang digunakan yaitu Bacillus subtilis yang diperoleh dari 

koleksi laboratorium mikrobiologi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang 

yang telah diisolasi dari daun Kenikir (Cosmos sulphureus).  

2. Limbah cair tahu didapatkan dari rumah pembuatan tahu secara 

tradisional di kota Malang, sedangkan dedak didapat dari penggilingan 

beras di kota Malang. 

3. Parameter yang dianalisa adalah aktivitas enzim protease yang diproduksi 

oleh Bacillus subtilis yang ditunjukkan dengan pengukuran nilai aktivitas 

enzim yang dihasilkan (U/ml). 

4. Suhu yang digunakan adalah 25 ºC, 35 ºC, 45 ºC, dan 55 ºC, sedangkan 

pH yang digunakan adalah  7,8, dan 9. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Enzim Protease 

Enzim merupakan katalisator protein yang mempercepat reaksi kimia 

dalam makhluk hidup atau dalam sistem biologi. Sebagai protein, enzim memiliki 

sifat-sifat umum protein, seperti enzim terdenaturasi pada suhu tinggi atau kondisi 

ekstrim lainnya. Beberapa oksidator, keadaan polaritas larutan, tekanan osmotik 

yang abnormal juga dapat menghambat kerja enzim (Suhartono, 1989). 

Enzim memiliki beberapa kelebihan sebagai katalisator dibandingkan 

dengan bahan kimia lainnya, diantaranya yaitu (1) enzim memiliki spesifitas yang 

tinggi, (2) enzim hanya mengkatalis substrat tertentu, (3) tidak terbentuk produk 

sampingan (by-product) yang tidak diinginkan, (4) produktifitas yang tinggi 

sehingga dapat mengurangi biaya, (5) produk akhir pada umumnya tidak 

terkontaminasi sehingga mengurangi biaya purifikasi dan mengurangi efek 

kerusakan terhadap lingkungan (Sutandi, 2003). Enzim telah banyak digunakan 

dalam bidang industri pangan, farmasi dan industri kimia lainnya. Dalam bidang 

pangan misalnya amilase, invertase, glukosa-isomerase, papain, dan bromelin, 

sedangkan dalam bidang kesehatan contohnya amilase, lipase, dan protease. 

Enzim dapat diisolasi dari hewan, tumbuhan dan mikroorganisme (Boyer, 1971). 

Salah satu enzim yang berperan di dalam industri adalah enzim protease karena 

enzim ini banyak digunakan baik untuk pangan maupun non pangan (Pant., et al, 

2015). 

Protease adalah enzim yang berperan dalam reaksi pemecahan protein. 

Enzim ini akan mengkatalisis reaksi-reaksi hidrolisis, yaitu reaksi yang 
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melibatkan unsur air pada ikatan spesifik substrat. Protease merupakan enzim 

yang sangat kompleks, mempunyai sifat fisika-kimia dan sifat-sifat katalitik yang 

sangat bervariasi, enzim ini dihasilkan secara ekstraseluler oleh mikroorganisme 

dan mempunyai peranan yang sangat penting dalam metabolisme sel dan 

keteraturan dalam sel (Ward, 1983). Protease ekstraseluler sebagian besar 

berperan dalam hidrolisis substrat polipeptida besar. Protease dibutuhkan secara 

fisiologi untuk kehidupan organisme pada tumbuhan, hewan maupun 

mikroorganisme (Rao, et al., 1998). Proses sintesis enzim ekstraseluler diatur oleh 

kinase 2 (ERK2); sebagai mitogen yang mengaktivasi protein kinase 2 (MAPK2) 

yang berperan dalam memberi sinyal sel di dalam membran sel (Jalubowski, 

2017). Proses metabolik enzim protease secara umum ditunjukkan pada gambar 

2.1 dibawah ini. 

 

Gambar 2.1 Proses sintesis enzim protease (Jakubowski, 2017). 
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Transkripsi gen enzim terjadi karena adanya sinyal ekstraseluler (hormon, 

neurotransmitter, atau yang lainnya). Sinyal ini dapat memicu respon sinyal 

transduksi hingga akhirnya transkripsi gen enzim protease teraktivasi ataupun 

terhambat. Perubahan ini hasil dari perekrutan faktor-faktor transkripsi (protein) 

sekuens DNA yang mengatur transkripsi gen enzim. Selanjutnya, degradasi 

mRNA untuk enzim: tingkat mRNA untuk protein yang secara langsung akan 

menentukan jumlah protein yang disintesis. Kecilnya inhibitor RNA, berasal dari 

molekul microRNA dari DNA selular, yang dapat mengikat urutan-urutan tertentu 

dalam mRNA sebagai target enzim. Kompleks RNA beruntai ganda yang 

dihasilkan merekrut enzim (pemain “Dicer”) yang memecah kompleks dengan 

efek pengurangan translasi protein enzim dari mRNA. Kemudian terjadi 

perubahan translasi Co/Post: setelah enzim protein diterjemahkan dari mRNA, 

dapat mengalami perubahan untuk mempengaruhi tingkat enzim. Beberapa 

protein disintesis di dalam bentuk "pre" yang harus dapat diurai dan dibatasi oleh 

protease untuk mengaktifasi protein enzim. Beberapa protein tidak sepenuhnya 

dilipat dan harus mengikat faktor-faktor lain dalam sel untuk mengadopsi bentuk 

katalitik aktif. Akhirnya, protein aktif sebagai protease dari proteasome; suatu 

kompleks dalam sel, atau dalam lisosom, yaitu organel-organel dalam sel-sel yang 

mengandung enzim proteolitik (Gambar 2.1) (Jakubowski, 2017). 

Protease adalah enzim yang menghidrolisis ikatan peptida pada molekul 

protein yang menghasilkan peptida atau asam amino. Protein terdiri atas molekul 

asam amino yang jumlahnya bervariasi, berkisar antara 10 sampai ribuan yang 

berfungsi sebagai unit penyusun polimer protein yang terangkai melalui ikatan 

peptida. Protein yang memiliki lebih dari 10 asam amino disebut polipeptida, 
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sedangkan istilah protein ditujukan bagi polimer asam amino dengan jumlah di 

atas 100 (Suhartono, 1989). 

Protease adalah enzim yang mengkatalisis pemecahan ikatan peptida 

dalam peptida, polipeptida dan protein dengan menggunakan reaksi hidrolisis 

menjadi molekul-molekul yang lebih sederhana seperti peptida rantai pendek dan 

asam amino (Naiola dan Widyastuti, 2002). Banyak protease mengkatalisis 

dengan reaksi yang sama dengan reaksi kimia umum, reaksi hidrolisis yang serupa 

ditunjukkan pada Gambar 2.2 (Moran et al., 1994). 

 

Gambar 2.2 Mekanisme Umum Hidrolisis Enzimatik Substrat Peptida 

      (Moran et al., 1994). 
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Hidrolisis ikatan peptida adalah reaksi penambahan-penghilangan, dimana 

protease bertindak sebagai nukleofilik atau bereaksi dengan membentuk satu 

molekul air (Bauer et al., 1996). Secara umum nukleofilik membentuk 

intermediate tetrahedral dengan atom karbon karbonil pada ikatan peptida. Satu 

gugus amina dilepaskan dan dikeluarkan dari sisi aktif, yang digantikan secara 

bersamaan dengan satu molekul air. Pada protease tertentu, adisi enzim-asil dapat 

dibentuk, seperti pada Gambar 2.2. intermediat tetrahedral kedua akhirnya 

dibentuk dan menghasilkan produk karboksilat, proton dan enzim bebas yang 

diregenerasi (Moran et al., 1994). 

Berdasarkan cara kerjanya, Palmer (1991) membagi menjadi dua, yaitu 1) 

proteolisis terbatas, yang memecah hanya satu atau beberapa ikatan peptida 

tertentu dari sebuah protein target. Contohnya adalah perubahan prohormon 

menjadi hormon. 2) Proteolisis tak terbatas, yaitu mendegradasi protein menjadi 

asam amino penyusunnya. Dilihat dari letak pemutusan ikatan peptida, protease 

dibedakan menjadi endopeptidase atau proteinase (EC 3.4.21-99) dan 

eksopeptidase (EC 3.4.11-21). Endopeptidase memutuskan ikatan peptida yang 

berada di dalam rantai protein sehingga dihasilkan peptida dan polipeptida, 

sedangkan eksopeptidase menguraikan protein dari ujung rantai sehingga 

dihasilkan satu asam amino dan sisa peptida. 

Eksoprotease memecah protein dari ujung rantai polipeptida baik dari 

ujung amino atau karboksi substrat sehingga menghasilkan asam amino dan sisa 

peptide, sedangkan endoprotease memotong ikatan polipeptida protein pada 

bagian dalam sehingga menghasilkan sejurnlah peptida. Kedua golongan protease 

tersebut masing-masing dapat dipilah lebih lanjut berdasarkan spesifisitas 
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substratnya. Eksopeptidase yang rnemotong rantai polipeptida dari ujung 

karboksil bebas disebut sebagai karboksipeptidase dan yang memotong dari ujung 

asam amino dikenal sebagai aminopeptidase. Protease juga mampu 

menghidrolisis protein yang pada ujung amino atau karboksil diganti dengan 

pteroil atau gugus asil, protease ini dikelompokkan sebagai peptidase omega. 

Penggolongan endopeptidase lebih kompleks dibandingkan eksopeptidase. 

Keunikan pemotongan endopeptidase sangat khas pada masing-masing jenis 

endopeptidase. Sebagian endopeptidase memotong ikatan peptida berdasarkan 

jenis asam amino tertentu pada atau yang berdekatan dengan situs pemotongan, 

sebagian enzim memotong ikatan polipeptida secara acak (Ward, 1983). 

Berdasarkan komponen sisi aktifnya protease dipilah menjadi empat grup 

(Whitaker, 1994 dan Rao, et al., 1998). Grup pertama yaitu protease serin 

(E.C.3.4.16 dan E.C.3.4.21) yang memiliki residu serin pada sisi aktifnya. Grup 

kedua adalah protease sistein (E.C.3.4.18 dan E.C.3.4.22) yang mempunyai gugus 

SH pada sisi aktifnya. Grup ketiga yaitu protease asam (E.C.3.4.23) yang 

memiliki residu asam aspartat pada sisi aktifnya. Grup terakhir adalah protease 

metal (E.C.3.4.17 dan E.C.3.4.24) yaitu protease yang aktivitasnya tergantung 

pada ikatan yang kuat pada kation divalen. 

a. Protease serin merupakan endopeptidase. Golongan protease serin 

memiliki asam amino serin pada sisi katalitiknya. Jika asam amino serin 

ini dimodifikasi dengan memfosforilasi gugus –OH asam amino serin 

tersebut maka aktivitas enzimatik akan lenyap (Sadikin, 2002). Golongan 

ini terdiri dari dua kelompok yang berbeda. Kelompok kimotripsin yang 

meliputi enzim-enzim mamalia dan kelompok subtilisin yang meliputi 
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enzim bakteri. Struktur dari kedua kelompok ini berbeda tetapi memiliki 

geometri sisi aktif yang sama (Ward, 1985). Contoh protease serin adalah 

tripsin, kimotripsin dan elastase (Fersht, 1985). 

b. Protease sistein, sifat katalitik kelompok enzim ini ditentukan oleh asam 

amino sistein. Enzim ini tidak akan hilang aktivitasnya dengan fosforilasi 

tetapi akan hilang kemampuan katalitiknya dengan alkilasi. Contoh enzim 

ini adalah bromelin, papain dan katerpin (Sadikin, 2002). Protease jenis ini 

mempunyai aktivitas optimal pada pH netral, dan sangat dipengaruhi oleh 

logam pengkelat. Protease sistein dibagi menjadi dua golongan 

berdasarkan spesifitasnya. Klostipain, yang dihasilkan oleh Clostridium 

histolitycum menunjukkkan spesifitas yang kuat terhadap asam amino 

utama karboksil pada situs pemutusan, sedangkan protease sterptokal 

memperlihatkan spesifitas terhadap substrat-substrat sintetik dari insulin 

peroksida (Ward, 1985). 

c. Protease aspartat, enzim ini memiliki urutan asam amino yang kaya akan 

aspartat dan glutamat. Asam aspartat diperlukan keberadaanya ditempat 

interaksi dengan molekul. Jika aspartat di tempat tersebut diubah menjadi 

amida maka sifat katalitik enzim akan hilang. Protease aspartat sering 

disebut juga protease karboksil, karena memerlukan gugus karboksil bebas 

dalam residu asam amino tertentu yang ada di bagian enzim tersebut 

berinteraksi dengan protein substrat dan memecahnya. Banyaknya asam 

amino asam ini juga menerangkan, mengapa protease golongan ini bekerja 

pada pH rendah (Sadikin, 2002), yaitu berkisar antara 2-6 dan memiliki 

titik isolistrik pada selang pH 3-5. Contoh enzim ini adalah kelompok 
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pepsin yang meliputi enzim-enzim pencernaan seperti pepsin, kimosin dan 

renin (Ward,1985). 

d. Protease logam atau metaloprotease, memerlukan adanya logam untuk 

aktivitasnya. Enzim ini berperan penting dalam sel-sel fagosit, seperti 

leukosit dan makrofag. Enzim ini berperan penting dalam perusakan rawan 

sendi dalam penyakit-penyakit sendi (Sadikin, 2002). Kelompok 

metaloprotease Zn, merupakan salah satu kelompok protease yang sering 

ditemukan pada bakteri dan jamur (Ferdian, 2006). 

Enzim protease yang digunakan dalam bidang industri umumnya 

dihasilkan oleh mikroorganisme. Penggunaan mikroorganisme untuk produksi 

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 (Thomas, 

1984). Selain itu, mikroorganisme dapat hidup dan berkembangbiak dalam media 

limbah pertanian yang relatif lebih murah. Adanya mikroorganisme unggul 

merupakan salah satu faktor penting dalam usaha produksi enzim (Stanbury dan 

Whitaker, 1984). 

Keberadaan enzim merupakan sebuah fenomena alam yang menunjukkan 

tanda-tanda kebesaran Allah SWT bagi manusia yang mau berfikir. Sebagaimana 

firman Allah dalam Al-Qur‟an surat Al- Baqarah (2) ayat 164 yang berbunyi: 

 

 



20 
 

 

 

                          

                             

                           

              

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya 

malam dan siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang 

berguna bagi manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa 

air, lalu dengan air itu dia hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya 

dan dia sebarkan di bumi itu segala jenis hewan, dan pengisaran angin 

dan awan yang dikendalikan antara langit dan bumi; sungguh 

(terdapat) tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum yang 

memikirkan” (QS. Al- Baqarah: 164). 

Berdasarkan Kitab Tafsir Ibnu Katsir (2003) bahwa segala sesuatu yang 

Allah turunkan ke bumi merupakan pembuktian keberadaan sang Pencipta. Allah 

sebarkan di bumi segala jenis hewan dengan bermacam-macam bentuk, warna, 

dan manfaat. Diantara bentuk ciptaan Allah adalah mikroba penghasil enzim. 

Dimana manfaat enzim bagi kehidupan makhluk hidup yang diciptakan 

Allah sangatlah banyak, baik untuk proses metabolisme dalam tubuh maupun di 

luar tubuh. Salah satunya adalah enzim protease dalam suatu bakteri merupakan 

tanda kebesaran Allah yang perlu dimanfaatkan untuk meringankan beban 

manusia dalam memenuhi kebutuhan hidupnya. 

Protease dihasilkan dari tiga sumber utama, yaitu tanaman, hewan dan 

mikroba. Enzim papain, bromelin dan fisin merupakan protease yang dihasilkan 

dari tanaman, sedangkan tripsin, kemotripsin, pepsin, dan rennin merupakan 

protease yang berasal dari hewan. Kelemahan tanaman sebagai sumber protease 

adalah kesulitan untuk melakukan ekstraksi enzim efisien karena membutuhkan 

peralatan berat untuk menghancurkan jaringan tanaman yang besar dan keras 

(Lehninger, 2005). Selain itu, pertumbuhan tanaman terlalu lama untuk produksi 
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enzim skala besar. Produksi protease dari hewan pun sangat terbatas, 

membutuhkan jumlah hewan dan biaya yang besar karena proses ekstraksi enzim 

dari jaringan hewan sulit dilakukan. Enzim dari hewan paling banyak digunakan 

dalam industri pangan adalah kimosin, yaitu pada industri keju, sedangkan enzim 

tanaman yang paling banyak digunakan dalam industri pangan adalah papain dan 

bromelin. Pada tahun 1950-1960, pemanfaatan enzim dari hewan dan tanaman 

mulai digantikan oleh enzim mikrobial (Nagodawithana dan Reed, 1993). 

Lehninger (2005) mengatakan bahwa hal ini merupakan salah satu 

kelebihan mikroba dibandingkan hewan dan tanaman yang membutuhkan proses 

penghancuran sel untuk mendapatkan enzim yang diinginkan. Contoh mikroba 

penghasil enzim yang aman untuk pangan adalah Aspergillus niger, A. orizae, A. 

awamori, Mucor miehei, Bacillus subtilis, B. licheniformis, dan Saccharomyces 

cereviseae (Nagodawithana dan Reed, 1993). Galur-galur spesies tersebut telah 

digunakan bertahun-tahun dalam industri, bahkan telah dilakukan mutasi dan 

seleksi untuk mendapatkan enzim yan lebih baik (Chaplin dan Bucke, 1990). 

Efektivitas kerja protease terhadap suatu protein ditentukan oleh struktur 

protein itu sendiri. Hal ini mempengaruhi kerentanan suatu protein terhadap 

hidrolisis oleh suatu protease. Struktur tersebut terdiri atas: 1) struktur primer, 

yaitu deret asam amino pada protein, 2) struktur sekunder (derajat pembentukan 

struktur sulur alfa dan beta, serta struktur acak, 3) struktur tersier, interaksi antar 

gugus alkil (R) satu sama lain, yaitu interaksi hidrofobik, ionik, ikatan hidrogen, 

gaya dispersi van der waals dan jembatan disulfida, 4) struktur kuartener 

merupakan asosiasi antar subunit molekul protein. Protease memecah ikatan 

peptida dengan bantuan molekul air (Suhartono, 1989). 



22 
 

 

 

2.2 Aplikasi Enzim Protease 

Protease merupakan enzim penting dan memiliki nilai ekonomi yang 

tinggi karena penggunaannya sangat luas. Enzim ini memainkan peranan yang 

penting pada industri makanan, misalnya dalam proses konversi susu menjadi 

keju, sebagai bahan pada deterjen maupun pada pemrosesan kulit (Saefudin, 

2006). Oleh karena itu, tidak mengherankan apabila protease yang digunakan 

mencapai 60% dari total enzim yang diperjualbelikan di seluruh dunia (Ward, 

1985). Nilai perdagangan enzim dunia mencapai 3-4 miliar dolar per tahun, 4-5 

juta dolar di antaranya dari pasar Indonesia yang keseluruhannya diimpor dari 

negara-negara produsen enzim (Rajasa, 2003).  

Aplikasi protease mikroorganisme di dalam industri sudah sangat luas. 

Baik industri pangan maupun non pangan. Penggunaan di dalam industri non 

pangan yaitu pada industri detergen dan industri kulit. Di dalam industri pangan, 

digunakan pada industri roti, industri keju, industri daging, industri bir dan 

industri protein hidrolisat (Ward, 1983). 

1. Industri detergen 

Enzim yang diaplikasikan pada detergen harus memilliki karakteristik 

yang mendukung seperti pH basa, stabilitas suhu yang baik, ketahanan terhadap 

senyawa pengoksidasi dan pengkeat, serta memiliki spesifitas yang luas (Ward, 

1983). 

2. Industri kulit 

Enzim protease ditambahkan untuk membantu membebaskan bulu-bulu 

pada kulit dan melangsungkan hidrolisis sebagian protein untuk melunakkan kulit. 

Penambahan protease juga mengurangi kebutuhan akan pereaksi sulfida, sehingga 
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mengurangi limbah bersulfur dan mengurangi biaya untuk pengolahan limbah. 

Disamping itu juga pemakaian enzim protease dapat mempercepat waktu proses 

penghilang bulu (Suhartono, 1989). 

3. Industri kue dan roti 

Protease akan mengubah sifat-sifat viskoelastik adonan dengan 

menghidrolisis ikatan peptida pada interior gluten sehingga mempersingkat waktu 

pengembangan gluten. Enzim protease juga akan membebaskan asam amino dari 

gluten yang akan bereaksi dengan gula selama pembakaran roti sehingga 

menimbulkan aroma dan warna yang diinginkan (Suhartono, 1989). 

4. Industri keju 

Protease ini digunakan untuk menggumpalkan susu pada industri keju. 

Protease renin dari anak sapi telah mulai digantikan oleh Endothia, Mucor 

pusillus dan Mucor meithei. (Suhartono, 1989). 

5. Industri bir 

Pada proses pembuatan bir, enzim protease ditambahkan untuk 

mendegradasikan komponen protein penyebab kekeruhan, sehingga akan 

meningkatkan mutu produk (Suhartono, 1989). 

6. Industri protein hidrolisat 

Penggunaan protease dalam hal ini bertujuan untuk menghasilkan produk 

hidrolisis dari protein nabati, hidrolisis protein ikan, dan daging. Adanya beberapa 

kelemahan dalam pembuatan protein hidrolisat dengan asam dan basa membawa 

pada suatu alternatif lain yang dinilai cukup baik, yaitu pembuatan protein 

hidrolisat secara enzimatis. Proses netralisasi yang dilakukan pada pembuatan 

protein hidrolisat dengan asam akan menghasilkan kadar garam yang tinggi, 
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sedangkan dengan penambahan basa menyebabkan kerusakan pada asam amino 

sistein, arginin, dan lisin. Berbeda dari hidrolisis oleh asam dan basa, hidrolisis 

enzimatis tidak akan memisahkan gugus fungsional lain yang melekat pada 

protein selain asam amino (Suhartono, 1989). 

7. Industri daging 

Penggunaan enzim protease pada industri daging bertujuan untuk 

melunakkan daging. Cara kerja enzim ini yaitu dengan menghidrolisis serabut 

otot, elastin dan kolagen (Winarno, 1989). 

2.3 Bacillus subtilis 

Islam tidak hanya mengkaji makhluk hidup yang terlihat oleh mata 

telanjang tetapi juga mengkaji makhluk hidup yang tidak terlihat oleh mata 

telanjang seperti bakteri. Allah berfirman dalam Al Quran surat Al – Baqarah (2) 

ayat 26, sebagai berikut: 

                        

                        

                             

Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa 

nyamuk atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang 

beriman, maka mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari 

Tuhan mereka, tetapi mereka yang kafir mengatakan: "Apakah maksud 

Allah menjadikan ini untuk perumpamaan?. "Dengan perumpamaan itu 

banyak orang yang disesatkan Allah dan dengan perumpamaan itu 

(pula) banyak orang yang diberi-Nya petunjuk. Dan tidak ada yang 

disesatkan Allah kecuali orang-orang yang fasik” (QS. Al- Baqarah: 

26). 

Menurut Asy-Syaukani (2008), maksud dari ( فما فوقها)  adalah sesuatu yang 

lebih rendah atau lebih kecil dari nyamuk”.  
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Maksud dari ayat tersebut adalah apa yang lebih kecil dari nyamuk dari 

segi fisik dan makna, mengingat nyamuk adalah hewan yang kecil, dan hewan 

yang lebih kecil dari nyamuk antara lain yaitu bakteri. Bacillus spp. digolongkan 

ke dalam kelas bakteri heterotrofik, yaitu protista bersifat uniseluler, termasuk 

dalam golongan mikroorganisme redusen atau yang lazim disebut sebagai 

dekomposer. Sebagian besar bakteri laut termasuk dalam kelompok bakteri 

bersifat heterotrofik dan saprofitik (Rheinheimer, 1980). Marga Bacillus 

merupakan bakteri yang berbentuk batang dapat dijumpai di tanah dan air 

termasuk pada air laut. Beberapa jenis menghasil enzim ekstraseluler yang dapat 

menghidrolisis protein dan polisakarida kompleks (Pelczar dan Chan, 1988). 

Genus Bacillus merupakan salah satu dari enam bakteri penghasil 

endospora. Endospora tersebut berbentuk bulat, oval, elips atau silinder, yang 

terbentuk di dalam sel vegetatif. Endospora tersebut membedakan Bacillus dari 

tipe-tipe bakteri pembentuk eksospora. Spora Bacillus pertama kali dideskripsikan 

oleh Cohn pada tahun 1872 pada B. subtilis yang semula disebut Vibrio subtilis 

oleh Ehrenberg pada 1835 (Gordon, 1981). 

Spesies Bacillus sangat cocok untuk produksi enzim, kecuali B. cereus dan 

B. anthracis. Mikroba jenis Bacillus tidak menghasilkan toksin, mudah 

ditumbuhkan dan tidak memerlukan substrat yang mahal. Kemampuan Bacillus 

untuk bertahan pada temperatur tinggi, tidak adanya hasil samping metabolik dan 

kemampuannya untuk menghasilkan sejumlah besar protein eksternal membuat 

Bacillus merupakan organisme favorit untuk industri (Doi, 1992). 

Bacillus subtilis merupakan bakteri Gram positif yang berbentuk basil 

(batang) dan bersifat aerob. Bacillus subtilis banyak ditemukan di alam seperti 
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pada tanah, air, dan beberapa dapat ditemukan sebagai flora normal pada usus 

manusia. Karakteristik unik dari bakteri ini adalah kemampuannya dalam 

membentuk endospora pada kondisi lingkungan yang ekstrim. Bakteri ini dikenal 

sebagai bakteri thermofilik, asidofilik, alkalifilik, halotoleran dan halofilik, yang 

mampu tumbuh pada suhu, pH dan salinitas yang ekstrim (Turnbull, 1996 dalam 

Amelia, 2012). Bacillus subtilis bersifat non-patogen dan non-toxic sehingga 

aman untuk digunakan dalam pengembangan riset pengetahuan dan beberapa 

digunakan sebagai probiotik (Cartwright, 2009). 

Bacillus subtilis mempunyai kemampuan membentuk pertahanan diri yang 

kuat, dengan membentuk endospora yang bersifat melindungi sehingga dapat 

tahan pada kondisi lingkungan yang ekstrim. Bakteri ini membentuk endospora 

dengan bentuk endospora bulat atau silinder (Holt et al., 2004). Saat sporulasi, 

spora ditebarkan ke udara, struktur spora tidak akan terjadi jika sel sedang berada 

pada fase pembelahan secara eksponensial, tetapi akan dibentuk terutama pada 

kondisi nutrisi terbatas misalnya jumlah karbon dan nitrogen sedikit (Madigan, et 

al.,2003). Bakteri ini bersifat aerob dan anaerob (fermentasi), katalase positif, dan 

dapat ditemukan pada ditemukan pada berbagai jenis habitat. Bacillus subtilis 

menghasilkan berbagai jenis enzim seperti alfa-amilase, beta-glukanase, 

glutaminase, maltogenik amilase, protease, pullulanase, dan xilanase (Pariza dan 

Johnson, 2001). 

 

 

 



27 
 

 

 

Klasifikasi bakteri Bacillus subtilis menurut Holt, et al. (2004) adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Procaryotae 

      Filum : Firmicuter 

            Kelas : Bacilli 

                  Ordo : Bacillales 

                       Familli : Bacillaceae 

                             Genus : Bacillus 

                                   Spesies : Bacillus subtilis 

 

 

      Gambar 2.3 Bacillus subtilis (Kosim, 2010). 

Bacillus subtilis yang digunakan merupakan bakteri endofit yang diisolasi 

dari daun Kenikir. Bakteri endofit merupakan bakteri saprofit yang hidup dan 

berasosiasi dengan jaringan tanaman tanpa menimbulkan suatu gejala penyakit 

pada tanaman tersebut. Dilaporkan bahwa keberadaan bakteri-bakteri endofit di 

dalam jaringan tanaman selain berperanan dalam perbaikan pertumbuhan tanaman 

(plant growth promotion), juga karena kemampuannya menghasilkan zat pemacu 

tumbuh, memfiksasi nitrogen, memobilisasi fosfat, dan juga berperan dalam 

kesehatan tanaman (plant health promotion). Bakteri endofit diduga mampu 

meningkatkan sistem pertahanan tanaman terhadap gangguan penyakit tanaman 

karena kemampuannya untuk memproduksi senyawa antimikroba, enzim, asam 
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salisilat, etilena dan senyawa sekunder lainnya yang berperanan menginduksi 

ketahanan tanaman (Backman dan Sikora 2008). 

Bacillus subtilis dan Bacillus licheniformis banyak digunakan dalam 

mikrobiologi industri dikarenakan (1) laju pertumbuhannya yang cepat pada 

proses fermentasi, (2) kemampuannya dalam mensekresikan protein (enzim) ke 

medium ekstraselular, dan (3) status keamanannya yang GRAS (generally 

regarded as safe) (Schallmey, et al., 2004). 

Menurut Naiola dan Widhyastuti (2002), penggunaan mikroorganisme 

untuk produksi protease memiliki beberapa kelebihan diantaranya mudah 

diproduksi dalam skala besar, waktu produksi relatif pendek serta dapat 

diproduksi berkesinambungan dengan biaya yang relatif rendah. Salah satu 

mikroorganisme yang termasuk dalam kategori di atas adalah Bacillus sp. 

2.4 Faktor yang Mempengaruhi Kerja Enzim 

Menurut Hames dan Hooper (2005), faktor-faktor utama yang 

mempengaruhi aktivitas enzim adalah konsentrasi enzim, konsentrasi substrat, pH, 

suhu, senyawa inhibitor dan aktivator. Semua enzim adalah protein, dan aktivitas 

katalitiknya bergantung kepada integritas strukturnya sebagai protein. Seperti 

halnya protein lain, enzim mempunyai berat molekul berkisar 12.000 sampai 1 

juta. Oleh karena itu enzim berukuran besar dibandingkan dengan substrat atau 

gugus fungsional targetnya (Sadikin, 2002). 

Penataan tertentu pada rantai samping asam amino suatu enzim di sisi 

aktifnya menentukan tipe molekul yang dapat terikat dan bereaksi. Biasanya ada 

sekitar lima rantai samping dalam enzim apapun. Selain itu banyak enzim yang 

molekul molekul non protein kecil yang terhubung dengan sisi aktif atau 
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didekatnya. Molekul-molekul ini disebut kofaktor atau koenzim (Ngilih, 2009). 

Beberapa enzim memerlukan kofaktor atau kooezim untuk aktifitas katalitiknya. 

Bagian holoenzim (koenzim dan ion) bersifat stabil sewaktu pemanasan, 

sedangkan bagian apoenzim (protein) terdenaturasi oleh panas (Poedjiadi dan 

Supriyanti, 1994). Berikut dijelaskan tentang faktor-faktor utama yang 

mempengaruhi aktivitas enzim protease, diantaranya: 

1. Suhu 

Suhu sangat menentukan aktivitas enzim pada waktu mengkatalisa suatu 

reaksi. Seluruh enzim memerlukan jumlah panas tertentu untuk dapat aktif. 

Sejalan dengan meningkatnya suhu, makin meningkat pula aktifitas enzim. Secara 

umum, setiap peningkatan sebesar 10ºC diatas suhu minimum, aktivitas enzim 

akan meningkat sebanyak dua kali lipat. Aktivitas enzim meningkat pada 

kecepatan ini hingga mencapai kondisi optimum. Peningkatan suhu melebihi suhu 

optimumnya menyebabkan lemahnya ikatan di dalam enzim secara sruktural 

(Pratiwi, 2008). Pada suhu maksimum enzim akan terdenaturasi karena struktur 

protein terbuka dan gugus non polar yang berada didalam molekul menjadi 

terbuka keluar, kelarutan protein di dalam air yang polar menjadi turun, sehingga 

aktivitas enzim juga akan turun (Lehninger, 1997). 

Peningkatan suhu pada suatu reaksi berhubungan dengan bertambahnya 

energi kinetik molekul sehingga kontak antara substrat dan enzim dapat terjadi 

dengan frekuensi yang lebih banyak (Suhartono, 1989). Namun suhu yang 

semakin meningkat akan mendenaturasi enzim karena enzim termasuk protein 

(Martin, et al., 1983). Hal ini dibuktikan pada aktivitas protease dari Bacillus sp 

31 yang meningkat seiring dengan bertambahnya suhu dan mencapai aktivitas 
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optimum pada suhu 60ºC yaitu 146,40 U/ml selanjutnya pada suhu 70ºC dan 80ºC 

terjadi penurunan aktivitas masing-masing sebanyak 127,70 U/ml dan 80,30 U/ml 

(Utarti, et al., 2009). Selain itu, sedikit pergeseran pH dari pH optimum akan 

menyebabkan perubahan besar pada reaksi yang dikatalisis enzim (Murray et al., 

2003). 

2. Konsentrasi substrat. 

Aktivitas enzim juga dipengaruhi oleh konsentrasi substrat. Pada 

konsentrasi substrat rendah, enzim tidak mencapai konversi maksimum akibat 

sulitnya enzim menemukan substrat yang akan direaksikan. Seiring dengan 

meningkatnya konsentrasi substrat, kecepatan reaksi juga akan meningkat akibat 

makin banyaknya substrat terikat dengan enzim. Peningkatan konsentrasi substrat 

pada titik-titik jenuh tidak dapat lagi meningkatkan kecepatan laju reaksi  

(Pratiwi, 2008). 

Keseimbangan yang terjadi antara enzim dan substrat menunjukkan bahwa 

Allah menciptakan segala sesuatu di alam ini dalam keadaan yang seimbang. 

Konsep keseimbangan yang terjadi dalam alam telah tercantum dalam Al- Qur‟an 

surat Al- Mulk (67) ayat 3, yang berbunyi: 

                             

               

Artinya: “Yang Telah menciptakan tujuh langit berlapis-lapis. kamu sekali-kali 

tidak melihat pada ciptaan Tuhan yang Maha Pemurah sesuatu yang 

tidak seimbang. Maka Lihatlah berulang-ulang, Adakah kamu lihat 

sesuatu yang tidak seimbang?”(QS. Al- Mulk: 3). 

Maksud dari ayat tersebut ialah tiada segala sesuatu yang diciptakan Allah 

di alam semesta ini dalam keadaan tidak seimbang (Al-Mahalli dan As-Suyuti, 

2008).  
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Keseimbangan juga terjadi antara enzim dengan substratnya, dimana laju 

reaksi enzim di pengaruhi oleh jumlah substrat. Semakin banyak substrat maka 

semakin banyak pula substrat yang menempati sisi aktif enzim. Apabila jumlah 

substrat tidak seimbang maka enzim akan mengalami kejenuhan. 

3. pH 

Faktor pH sangat mempengaruhi struktur dan aktivitas biologis enzim. 

Interaksi ionik yang terjadi di dalam strukturnya akan menstabilkan enzim dan 

memungkinkan enzim untuk mengenali dan berikatan dengan substratnya (Nelson 

dan Cox, 2005). Karateristik pH yang menunjukkan aktivitas katalitik maksimum 

disebut pH optimum. Sedikit perubahan pH akan menyebabkan perubahan besar 

pada reaksi yang dikatalis enzim. Perubahan pH akan menyebabkan denaturasi 

pada protein penyusun enzim itu sendiri (Murray et al., 2003). pH optimum 

berbagai spesies Bacillus dalam karakteristik enzim protease ekstraseluler 

bervariasi yakni berkisar 8-10 (Soeka dan Sulistyani, 2014). 

Enzim menyediakan banyak tempat untuk pengikatan proton karena enzim 

adalah protein yang tersusun oleh asam amino yang dapat mengikat proton pada 

gugus amino, karboksil dan gugus fungsional lain. Gugus fungsional pada sisi 

aktif yang dapat terionisasi yang dikatalisa oleh enzim (Suhartono, 1989). Gugus 

fungsional yang memegang peranan penting pada suatu reaksi yang dikatalisis 

oleh enzim terdapat pada rantai asam amino basa dan asam amino asam 

(Whitaker, 1994). Pada skala deviasi pH yang besar, perubahan pH akan 

mengakibatkan enzim mengalami denaturasi karena adanya gangguan terhadap 

berbagai interaksi non kovalen yang menjaga kestabilan stuktur 3 dimensi enzim 

(Baehaki, et al., 2005).  
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4. Ada tidaknya aktifator dan inhibitor. 

Jika terdapat pengurangan laju reaksi oleh suatu senyawa, senyawa 

tersebut dinamakan inhibitor. Inhibitor dapat bersaing dengan substrat dalam 

berikatan dengan enzim, sehingga menghalangi substrat terikat pada tapak aktif 

enzim. Peningkatan laju reaksi yang disebabkan oleh aktifator adalah kebalikan 

dari efek inhibitor (Poedjiaji dan Supriyanti, 1994). 

Kecepatan reaksi enzimatis dipengaruhi juga oleh keberadaan ion logam 

(Suhartono 1989). Ion logam dapat berfungsi sebagai aktifaktor atau inhibitor. 

Secara kimiawi, suatu kofaktor tidak dapat dibedakan dari inhibitor. Setelah 

enzim dan substrat berinteraksi, barulah dapat dilihat perbedaannya. Adanya 

aktifaktor yang berikatan dengan enzim dapat menyebabkan kenaikan kecepatan 

reaksi enzim, sedangkan inhibitor jika diberikatan dengan enzim menyebabkan 

penurunan kecepatan reaksi enzimatis (Whittaker, 1994). 

Hasil penelitian Utarti, et al (2009), menunjukkan bahwa ion logam yang 

berfungsi sebagai aktifaktor protease dari Bacillus sp31 adalah ion Fe
2+

. 

Adinarayana, et al (2003) menyatakan bahwa, serin alkalin protease dari B. 

subtilis PE-11 aktifaktornya adalah ion Ca
2+

, Mg
2+

 dan Mn
2+

. Sementara pada 

protease dari Bacillus sp APR-4 aktifaktornya adalah ion Ca
2+

 dan ion Cu
2+

 

(Kumar dan Bhalla, 2004). Penambahan ion Ca
2+

, Cu
2+

, Mg
2+

, Al
2+

, dan Zn
2+

 pada 

reaksi enzimatis yang dikatalis oleh protease Bacillus sp31 menurunkan 

aktivitasnya (Utarti, et al., 2009). 

2. 5 Kurva Pertumbuhan Bakteri 

Sa‟id (1987) menyatakan bahwa faktor-faktor yang penting untuk 

diperhatikan dalam fermentasi enzim adalah seleksi mikroba, pengaturan kondisi 
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fermentasi dan pengenalan siklus pertumbuhan. Persyaratan utama dalam seleksi 

mikroba adalah kemudahan dalam metodologi, sehingga pengujian yang cepat 

untuk sejumlah besar mikroba dapat dikerjakan. Kondisi fermentasi yang harus 

diperhatikan adalah pH, suhu, transfer oksigen dan nutrien bagi pertumbuhan 

mikroba, khususnya senyawa-senyawa yang mengadung karbon, nitrogen, fosfor, 

belerang dan garam-garam mineral. Menurut Aunstrup (1979), untuk 

mendapatkan protease ada dua hal yang perlu diperhatikan yaitu seleksi galur dan 

kontrol lingkungan. Seleksi galur dimaksudkan untuk mendapatkan galur 

mikroorganisme penghasil protease dalam jumlah dan aktivitas yang tinggi, 

sedangkan kontrol lingkungan dilakukan dengan mengoptimalkan faktor-faktor 

yang mempengaruhi pertumbuhan dan produksi protease. Menurut Ward (1983), 

faktor-faktor tersebut adalah pH, komposisi medium, kondisi aerob atau anaerob 

dan sebagainya. 

Pengukuran kekeruhan medium pada selang waktu tertentu dilakukan 

untuk melihat kemampuan bakteri memperbanyak sel dalam medium. Kekeruhan 

terjadi karena sel bakteri tumbuh, berkembang, memperbanyak diri dan 

mensekresikan enzim ke medium kultur. Kekeruhan tersebut diukur dengan 

mengukur turbidisitas medium pada panjang gelombang tertentu. Absorbansi 

yang terukur ini tidak hanya mengukur jumlah sel hidup, tetapi sel yang mati juga 

ikut terukur (Susanti dan Ariani, 2003). 

Pertumbuhan dapat diamati dari meningkatnya jumlah sel atau massa sel 

(berat kering sel). Pada umumnya bakteri dapat memperbanyak diri dengan 

pembelahan biner yaitu dari satu sel menjadi dua sel baru, maka pertumbuhan 

dapat diukur dari bertambahnya jumlah sel. Waktu yang diperlukan untuk 
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membelah diri dari satu sel menjadi dua sel sempurna disebut waktu generasi. 

Waktu yang diperlukan mikroba untuk menggandakan diri tidak sama, dari 

beberapa menit, beberapa jam sampai beberapa hari tergantung kecepatan 

pertumbuhannya. Kecepatan pertumbuhan merupakan perubahan jumlah atau 

massa sel per unit waktu (Sumarsih, 2003). 

Kemampuan bakteri dalam menghidrolisis suatu substrat protein 

merupakan salah satu cara untuk memenuhi kebutuhan nutrisi dalam 

keberlangsungan hidup bakteri tersebut. Nutrisi dari Bacillus subtilis dapat 

diperoleh dengan cara menghasilkan enzim ektraseluler seperti protease yang 

memecah protein menjadi asam amino. Enzim protease merupakan salah satu 

bentuk rezeki yang Allah SWT berikan kepada makhluk-Nya yang sangat 

dibutuhkan dalam metabolisme tubuh makhluk hidup yang berguna sebagai 

biokatalisator dalam memecah protein menjadi senyawa yang lebih sederhana. 

Berdasarkan kajian Islam diterangkan bahwa Allah telah menjamin rezeki seluruh 

makhlukNya sebagaimana dalam Al-Qur‟an surat Huud (11) ayat 6 yang 

berbunyi: 

                                  

       

Artinya: “Dan tidak ada suatu binatang melatapun dibumi melainkan Allah-lah 

yang memberi rezekinya, dan dia mengetahui tempat berdiam binatang 

itu dan tempat penyimpanannya. semuanya tertulis dalam Kitab yang 

nyata (Lauh mahfuzh)” (QS. Al-Huud: 6). 

Menurut Al-Qarni (2007), ayat diatas menjelaskan bahwa Allah memberi 

dan menjamin rezeki kepada setiap makhluk ciptaan-Nya. Dia mengetahui tempat 

berdiamnya makhluk, baik ketika hidup maupun setelah matinya. Semuanya 

tersebut telah tertulis dalam kitab yang nyata; kitab yang berisi qadha yang telah 

ditentukan. 
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Kehidupan seluruh makhluk di muka bumi telah ditentukan oleh takdir 

Allah. Oleh karena itu, tak satupun makhluk ciptaan-Nya yang terlupakan, seperti 

terpenuhinya nutrisi dari bakteri Bacillus subtilis dengan adanya kemampuan yang 

Allah karuniakan untuk dapat menghidrolisis suatu substrat yang dapat digunakan 

dalam keberlangsungan hidupnya. 

Mengukur pertumbuhan mikroba padat digunakan beberapa metode. 

Tetapi tidak satupun prosedur yang dapat diaplikasikan pada semua situasi. Dalam 

banyak kasus, khususnya yang menyangkut fermentasi komersial maka media 

untuk pertumbuhan dan perkembangan produk sangat kompleks sehingga metode 

langsung tidak dapat digunakan dan cara yang diperlukan adalah cara yang tidak 

langsung (Judoamidjojo, et al., 1990). 

 

   Gambar 2.4 Kurva Pertumbuhan Bakteri ( Kosim, 2010) 

Kurva pertumbuhan diawali dengan fase awal (lag) yang merupakan masa 

penyesuaian mikroba. Pada fase tersebut terjadi sintesis enzim oleh sel yang 

dipergunakan untuk metabolisme metabolit. Setelah fase awal selesai, mulai 

terjadi reproduksi selular. Konsentrasi selular meningkat, mula mula perlahan 

kemudian semakin lama akan meningkat sampai pada suatu saat laju pertumbuhan 
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atau reproduksi selular mencapai titik maksimal dan terjadi pertumbuhan secara 

logaritmik atau eksponensial (Putranto, 2006). Fase logaritmik dicirikan dengan 

suatu garis lurus pada plot antara ln berat kering terhadap waktu. Periode 

eksponensial merupakan periode pertumbuhan mikroorganisme yang stabil 

dengan laju pertumbuhan yang spesifik (μ) konstan (Panji, et al., 2002). 

Selanjutnya setelah substrat atau persenyawaan tertentu yang dibutuhkan oleh 

pertumbuhan bakteri dalam media biakan mendekati habis dan terjadi 

penumpukan produk-produk penghambat, maka terjadi penurunan laju 

pertumbuhan bakteri tersebut. Fase penurunan ditandai oleh berkurangnya jumlah 

sel hidup (viable) dalam media pertumbuhan akibatnya terjadi kematian 

(mortalitas) (Mangunwidjaja dan Suryani, 1994). 

Enzim secara efektif diproduksi pada fase eksponensial karena pada fase 

ini pertumbuhan biomassa mikroba mengalami peningkatan dan pada fase ini pula 

mikroba sangat efektif dalam mensintesis enzim untuk kelangsungan hidupnya 

Sulistyaningtyas, et al., (2013). Waktu optimum untuk produksi enzim protease 

adalah pada saat akhir fase eksponensial atau saat akan memasuki fase stasioner 

(Ferdian, 2006).  

2.6 Limbah Cair Tahu  

Media produksi untuk menghasilkan enzim harus memenuhi kebutuhan 

dasar untuk menghasilkan sel serta produk. Nutrisi utama bagi pertumbuhan 

mikroba adalah sumber karbon, nitrogen dan mineral, terutama fosfat. Nitrogen 

sangat diperlukan untuk pertumbuhan sel, sedang unsur - unsur karbon digunakan 

untuk meningkatkan energi biosintesis (Aunstrup, 1979). Agar mikroba dapat 

tumbuh dan berkembang dengan baik di dalam media, diperlukan persyaratan 
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tertentu, yaitu : 1. Di dalam media harus terkandung semua unsur hara yang 

diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan mikroba, yaitu nitrogen, 

karbon, vitamin, garam mineral dan air (Lay dan Sugyo, 1992). 2. Media harus 

mempunyai tekanan osmosa, tegangan permukaan dan pH yang sesuai dengan 

kebutuhan mikroba. 3. Media harus dalam keadaan steril (Suriawiria, 1990). 

Berbagai sumber makanan yang bersifat organik atau anorganik baik yang 

merupakan senyawa sederhana maupun senyawa kompleks tersedia di alam. 

Pemilihan sumber makanan untuk memproduksi enzim sangat tergantung dari 

jenis mikroorganisme dan jenis enzim yang ingin diproduksi, ketersediaannya di 

alam dan faktor ekonomis. Pemanfaatan limbah yang tersedia melimpah di alam 

atau substrat yang bernilai ekonomis rendah untuk digunakan sebagai media 

sangat diutamakan. Proses fermentasi merupakan proses perubahan substrat 

menjadi produk dengan bantuan enzim. Dalam proses ini perlu diperhatikan 

komposisi media optimum agar proses berlangsung baik. Teknologi fermentasi 

telah banyak memanfaatkan limbah untuk menghasilkan berbagai produk. Limbah 

yang akan digunakan sebagai media pertumbuhan diharapkan mempunyai kadar 

nutrisi yang tinggi, mudah didapat, dan harganya relatif murah (Suhartono, 1996). 

Seiring perkembangan teknologi, limbah pertanian dapat dimanfaatkan 

sebagai subtrat untuk menumbuhkan mikroba, untuk memproduksi berbagai jenis 

bahan yang bermanfaat bagi industri, seperti enzim dan antibiotika. Salah satu 

limbah pertanian yang cukup berlimpah adalah limbah cair tahu yang dihasilkan 

oleh pabrik-pabrik tahu. Limbah cair tahu ini penggunaannya masih sangat 

terbatas dan umumnya dibuang ke sungai, yang dapat mengakibatkan pencemaran 

sungai.  
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Industri tahu menghasilkan dua macam limbah yaitu limbah padat dan 

limbah cair. Limbah padat berupa ampas tahu yang diperoleh pada saat ekstraksi 

susu kedelai (penyaringan), sedangkan limbah cair dihasilkan setelah koagulasi 

protein susu kedelai dan pada saat proses pengepresan atau pencetakan tahu. 

Limbah cair tahu mengandung 9% protein, 0.69% lemak, dan 0.05% karbohidrat 

(Triyono & Hasanudin 1998). Komponen nutrisi lengkap dari limbah cair tahu 

yang masih mengandung protein dengan kadar tinggi memungkinkan 

mikroorganisme penghasil protease tumbuh di dalamnya (Sulistyaningtyas 2006). 

Proses produksi tahu menghasilkan limbah cair antara 15-20 L/kg bahan 

baku kedelai dan limbah padat. Jumlah produksi tahu yang semakin meningkat 

akan mengakibatkan jumlah limbah cair yang dihasilkan semakin melimpah. 

Mengingat kedelai sebagai bahan baku pembuatan tahu yang memiliki kadar 

protein (34-45%), karbohidrat (12-30%), lemak (18-32%), dan air (7%) (Radiyati, 

et al., 2000), akibatnya limbah cair tahu memiliki zat-zat organik yang tinggi. Jika 

limbah cair industri tahu tersebut dibuang langsung ke lingkungan tanpa proses 

pengolahan, akan terjadi blooming (pengendapan zat-zat organik pada perairan), 

yang menyebabkan proses pembusukan dan berkembangnya mikroorganisme 

patogen (Sudaryati, et al., 2007). Limbah cair dari tahu mengandung bahan 

organik dan nutrien tinggi yang terdiri dari air 90,72 %, protein 1,8%, lemak 

1,2%, serat kasar 7,36%, dan abu 0,32 % (Rahardjo dalam Trismilah, et al, 2001). 

Limbah cair tahu mengandung bahan organik dan nutrien tinggi. Kandungan gizi 

limbah cair tahu per 100 gram terdiri dari air 4,9 gram, protein 17,4 gram, lemak 

5,9 gram, karbohidrat 67,5 gram, mineral 4,3 gram, kalsium 19 mg, fosfor 29 mg, 

zat besi 4 mg dan vitamin B 0,2 mg (Mufarrihah, 2009). Media yang dapat 
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memproduksi protease memiliki ratio C/N antara 1,8-8 (Meyrath, 1975). Yanus 

(1988) menyatakan bahwa limbah cair tahu memiliki ratio C/N sebesar 7,9 dan 

adanya mineral pada limbah cair tahu akibat penambahan batu tahu pada 

pembuatan tahu dapat berperan sebagai pengimbas sintesis protease. 

Jumlah industri tahu di Indonesia mencapai kurang lebih 84.000 unit 

usaha. Dengan kapasitas produksi lebih dari 2,56 juta ton per tahun. Industri tahu 

memproduksi limbah cair sebanyak 20 juta meter kubik per tahun dan 

menghasilkan emisi sekitar 1 juta ton CO2 ekivalen. Sebanyak 80% industri tahu 

berada di Pulau Jawa. Dengan demikian, emisi yang dikeluarkan pabrik tahu di 

Jawa mencapai 0,8 juta ton CO2 ekivalen (Setiawan dan Rusdjijati, 2014). 

Limbah cair tahu merupakan jenis limbah yang penggunaannya masih 

sangat terbatas dan umumnya dibuang ke sungai, yang dapat mengakibatkan 

pencemaran sungai. Pencemaran pada sungai merupakan salah satu hal yang dapat 

membuat kerusakan di bumi. Padahal sebagai khalifah di bumi kita tidak boleh 

merusak bumi. Perintah untuk tidak boleh merusak bumi terdapat dalam surat Al 

Baqarah (2) ayat 11 yang berbunyi: 

                      

Artinya: “Dan bila dikatakan kepada mereka:"Janganlah kamu membuat 

kerusakan di muka bumi". mereka menjawab: "Sesungguhnya kami 

orang-orang yang mengadakan perbaikan." (QS. Al-Baqarah: 11). 

Ath-Thabari (2007) menafsirkan bahwasanya bentuk kerusakan yang 

terjadi di muka bumi yang dilakukan oleh manusia, baik itu bersifat lahiriyah 

(fisik) maupun batiniyah (moral).  

Pembuangan limbah pada lingkungan merupakan salah satu contoh bentuk 

kerusakan fisik yakni terhadap suatu habitat makhluk hidup yang berada di 

lingkungan tersebut. Misalnya, maraknya pembuangan limbah cair tahu dari 
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pabrik produksi tahu pada lingkungan perairan (sungai) yang akan merusak 

habitat hewan maupun tumbuhan pada perairan tersebut. Sehingga, perlu adanya 

pemanfaatan yang dilakukan seperti penggunaan limbah sebagai media produksi 

enzim.  

2.7 Dedak 

Definisi dedak menurut FAO adalah hasil samping proses penggilingan 

padi yang terdiri dari lapisan sebelah luar (aleuron) dari butian padi dengan 

sejumlah lembaga biji (Nurcholis, 2007). Dedak merupakan hasil ikutan proses 

pemecahan kulit gabah yang terdiri dari lapisan kutikula sebelah luar dan 

hancuran sekam serta sebagian kecil lembaga yang masih tinggi kandungan 

protein, vitamin, dan mineral. Menurut (Schalbroeck, 2001), produksi dedak padi 

di Indonesia cukup tinggi per tahun dapat mencapai 4 juta ton dan setiap kuintal 

padi dapat menghasilkan 18-20 gram dedak. Dedak mengandung protein 13,00 % 

lemak 13,00%, dan serat kasar 12,00 % dapat dipakai sebagai bahan pakan ternak 

(Schalbroeck, 2001). 

Penggilingan satu ton gabah menghasilkan dedak sebanyak 60-80 kg. 

Bergantung pada varietas beras dan derajat penggilingannya (Purbasari dan 

Silviana, 2008). Gusnimar (2011), mengemukakan bahwa dedak pada kadar air 

14% mempunyai komposisi sebagai berikut: protein 11,3-14,9%; lipida 15,0-

19,7%; serat kasar 7,0-11,4%; abu 6,6-9,9%; karbohidrat 34,1-52,3%; pati 13,8%; 

neutral detergent fiber 23,7-28,6%; pentosan 7,0-8,3%; hemiselulosa 9,5-16,9%; 

selulosa 5,9-9,0%; asam poliuronat 1,2%; gula bebas 5,5-6,9% dan lignin 2,8-

9,3% yang kesemuanya dapat menunjang pertumbuhan bakteri. Gunawan (1975) 

menyatakan bahwa penambahan dedak dalam substrat akan dimanfaatkan oleh 



41 
 

 

 

mikroorganisme sebagai sumber energi untuk pertumbuhan dan 

perkembangannya, sehingga menyebabkan mikroba cepat tumbuh dan mudah 

berkembang biak. 

2.8 Pengujian Aktivitas Protease 

Pengukuran aktivitas protease ini menggunakan metode Bregmeyer dan 

Grassal (1983). Dalam metode ini menggunakan kasein sebagai substrat yang 

akan dihidrolisis oleh protease dengan bantuan air menjadi peptida dan asam 

amino. Allah menciptakan segala sesuatu yang ada di bumi ini dengan berpasang 

pasangan. Allah berfirman dalam Al Qur‟an surat Adz-Dzariyaat (51) ayat 49 

yang berbunyi: 

                  

Artinya: “Dan segala sesuatu kami ciptakan berpasang-pasangan supaya kamu 

mengingat kebesaran Allah” (QS. Adz-Dzariyaat: 49). 

Ibnu katsir (2003) dalam tafsirnya menjelaskan bahwa maksud ayat 

tersebut adalah seluruh makhluk itu berpasang-pasangan; langit dan bumi, siang 

dan malam, matahari dan bulan, darat dan lautan, terang dan gelap, iman dan 

kufur, kematian dan kehidupan, kesengsaraan dan kebahagiaan, surga dan neraka, 

bahkan sampai pada hewan dan tumbuh-tumbuhan. 

Allah menciptakan segala sesuatu disertai dengan pasangannya. Seperti 

halnya menciptakan laki laki dengan perempuan, siang dengan malam, manis 

dengan pahit. Begitu pula enzim yang diciptakan oleh Allah berdampingan 

dengan substratnya. Enzim memiliki spesifitas atau kekhasan terhadap substrat 

(Pelczar dan Chan, 1988). 

Kasein merupakan protein susu yang memiliki susunan asam amino yang 

terdiri dari Arginin (Arg) - Tirosin (Tyr) – Leusin (Leu) – Glisin (Gly) – Tirosin 

(Try) – Leusin (Leu) – Asam Glutamat (Glu) (Gambar 2.5) (Panic, 2017). 
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Gambar 2.5 Struktur Kasein (Panic, 2017) 

Prinsip kerja metode Bregmeyer dan Grassal (1983) adalah pengukuran 

asam amino tirosin yang terhidrolisis setelah dipisahkan dari substratnya. 

Awalnya, enzim akan memecah substrat kasein dengan bantuan air menjadi asam 

amino dan peptida. Laju pembentukan peptida inilah yang menjadi tolak ukur 

aktivitas katalisis protease. Selanjutnya, asam amino yang dihasilkan dari 

hidrolisis kasein dipisahkan dari protein lain yang belum terhidrolisis dengan 

menggunakan TCA (Trichloroaceticacid), sehingga protein dan peptida yang 

berukuran besar akan terendapkan. Penambahan TCA juga berfungsi untuk 

menginaktivasi protease dan menghentikan waktu inkubasi protease. Tahap 

pemisahan asam amino dan peptida yang terbentuk selama inkubasi protein yang 

mengendap atau dengan substrat yang belum terhidrolisis dibantu dengan 

sentrifugasi pada kecepatan 4000 rpm selama 10 menit. Tirosin yang larut dalam 

filtrat akan bereaksi dengan reagen Folin Ciocalteu menghasilkan warna biru. 

Penambahan Na2CO3 bertujuan untuk mendapatkan pH sekitar 11,5 yang 

merupakan pH optimum untuk intensitas dan stabilitas warna biru dan diukur 

serapannya dengan panjang gelombang 578 nm. Besarnya serapan ini berbanding 

lurus dengan dengan konsentrasi protein yang terhidrolisis. satuan aktivitas 

protease adalah unit. Satu unit protease (U) didefinisikan sebagai banyaknya ml 
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enzim yang dibutuhkan untuk menghasilkan 1 µmol tirosin tiap menit (Sumarlin, 

2010). Tirosin merupakan molekul asam amino yang mempunyai gugus fenol dan 

bersifat asam lemah (Poedjiadi, 2012). Tirosin digunakan sebagai larutan standar 

dalam uji aktivitas protease untuk mengukur aktivitas protease dalam memecah 

protein menjadi asam amino (Sulastri, 2008).  
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Rancangan Penelitian 

Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah rancangan acak 

lengkap (RAL) faktorial dengan dua faktor yang terdiri dari suhu dan pH. Masing-

masing faktor dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.  

a. Faktor pertama : suhu (T)  

T1 : Suhu 25ºC  

T2 : Suhu 35ºC  

T3 : Suhu 45ºC  

T4 : Suhu 55º C 

Berdasarkan kedua faktor tersebut diperoleh kombinasi perlakuan, sebagai berikut: 

Tabel 3.1 Kombinasi Perlakuan Suhu dan pH 

     Suhu(T) 

pH(P) 

25ºC 35ºC 45ºC 55ºC 

7 T1P1 T2P1 T3P1 T4P1 

8 T1P2 T2P2 T3P2 T4P2 

9 T1P3 T2P3 T3P3 T4P3 

 

b. Faktor kedua : pH (P)  

P1 : pH 7 

P2 : pH 8 

P3 : pH 9  
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Jumlah pengulangan dari 12 perlakuan dihitung berdasarkan rumus 

pengulangan sebagai berikut: 

(T-1) (R-1)  ≥ 15   Keterangan 

(12-1) (R-1)  ≥ 15   T = Jumlah Perlakuan  

12R – 12 – R + 1 ≥ 15   R = Jumlah Pengulangan  

11R – 11  ≥ 15   15 = Derajat Bebas untuk RAL 

R   ≥ (15 + 11)/11 

R   ≥ 2,363 = 3 

     

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Juli - September 2017, di 

Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Genetika Jurusan Biologi Fakultas 

Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 

3.3 Variabel Penelitian 

 Variabel dalam penelitian ini terdiri dari 2 macam yaitu variabel bebas dan 

terikat. 

3.3.1 Variabel Bebas  

Variabel bebas dalam penelitian ini terdiri dari perlakuan suhu (25ºC, 

35ºC, 45ºC, 55ºC) dan perlakuan pH (7, 8, 9).  

3.3.2 Variabel Terikat 

 Variabel terikat dalam penelitian ini adalah pengukuran aktivitas enzim 

protease yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis. 
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3.4 Alat dan Bahan 

Peralatan yang digunakan dalam pengujian aktivitas bakteri protease ini 

antara lain adalah : tabung reaksi, rak tabung, cawan petri, pipet, erlemenyer, 

gelas ukur, beaker glass, spatula, tabung sentrifuse, autoklaf, timbangan digital, 

vortex mixer, shaker incubator, jarum ose, hot plate, mikropipet, bunsen, 

inkubator, sentrifuse, pH meter, spektrofotometri, LAF.  

Bahan yang digunakan dalam pengujian aktivitas bakteri protease secara 

kuantitatif antara lain adalah : bakteri endofit Bacillus subtilis yang diisolasi dari 

daun Kenikir. Media alternatif : Dedak halus dan Limbah Cair Tahu (LCT), 

Aquades, NA (Nutrient Agar), media selektif susu skim agar, kasein hammersten, 

larutan TCA 0,1 mol/L, Tyrosin standart 5mmol/L, Na2CO3 0,4 mol/L, pereaksi 

Folin Ciocalteau, buffer phosphat 0,01M (pH 7, 8), buffer tris HCl 0,01M (pH 9), 

HCL 0,05M, CaCl2 12 mmol/L, aluminium foil, alkohol 70%, NaOH, HCl 1M 

dan 0,05 mol/L, dan ekstrak enzim protease. 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Pembuatan Media 

3.5.1.1 Pembuatan Media Agar Nutrien  

Sebanyak 10 g NA bubuk dilarutkan dalam 500 ml akuades dan 

dihomogenkan diatas hotplate stirrer. Sebagian NA dituangkan ke dalam tabung 

reaksi untuk memelihara isolat dalam media agar miring. Kemudian disterilisasi 

pada suhu 121ºC dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. Sebanyak 15-20 ml 

media NA dituangkan ke dalam cawan petri steril (Soeka dan Sulistiani, 2014). 
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3.5.1.3 Media Produksi Protease  

Media produksi protease dalam penelitian ini merupakan media campuran 

limbah cair tahu dan dedak (lampiran 4, gambar a). Adapun Limbah cair tahu 

disaring terlebih dahulu untuk memisahkan kotoran. Sebanyak 12,5 g dedak halus 

dalam 250 ml limbah cair tahu. Kemudian disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 

menit (Naiola dan Widhyastuti, 2002)  

3.5.2 Peremajaan Bacillus subtilis 

Peremajaan Bacillus subtilis dilakukan dengan menginokulasikan isolat 

tersebut pada Nutrient Agar (NA) miring (lampiran 4, gambar b). Kemudian 

diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam (Soeka dan Sulistiani, 2014). 

3.5.3 Uji Kualitatif Protease 

Isolat Bacillus subtilis ditumbuhkan pada media SMA (Skim Milk Agar) 

yang dibuat dari 3 g susu skim bubuk dan 1 g agar dilarutkan dalam 150 ml 

akuades dan disterilisasi pada suhu 121ºC dengan tekanan 1 atm selama 15 menit 

(lampiran 4, gambar c). Sebanyak 10 µL isolat diteteskan diatas kertas cakram 

yang diletakkan diatas media SMA lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam 

(Rizaldi, 2016). Hasil positif ditandai dengan adanya zona bening disekitar 

tumbuhnya koloni bakteri. Sebaliknya, hasil negatif ditandai dengan tidak adanya 

zona bening disekitar tumbuhnya koloni bakteri (Ferdian, 2006). Indeks 

proteolitik dihitung dengan cara mengukur diameter areal bening dan diameter 

koloni bakteri. Perhitungan indeks proteolitik adalah perbandingan diameter areal 

bening dengan diameter koloni bakteri (Baehaki, 2011). 
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3.5.4 Kurva Perumbuhan Bakteri Bacillus subtilis  

Sebanyak 250 ml media campuran limbah cair tahu dan dedak. Kemudian 

disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit. Setelah mencapai suhu ruang 

kemudian diinokulasikan 8 ose Bacillus subtilis. Dan diletakkan dalam shaker 

incubator dengan kecepatan 200 rpm suhu 37ºC. Setiap 4 jam jumlah bakteri 

dalam labu diukur OD nya menggunakan spektofotometer pada panjang 

gelombang 660 nm. Kurva pertumbuhan digunakan untuk mengetahui fase 

eksponensial bakteri menghasilkan enzim protease yang akan digunakan pada 

perlakuan selanjutnya (Ferdian, 2006).  

3.5.5 Produksi Enzim Protease  

Media yang digunakan untuk produksi protease pada penelitian ini ialah 

campuran limbah cair tahu dengan dedak. Sebanyak 250 ml media campuran 

limbah cair tahu dan dedak dimasukkan ke dalam erlenmeyer kemudian 

disterilisasi. Lalu dimasukkan inokulum segar sebanyak 10% (v/v) setelah media 

berada pada suhu ruang dan diinkubasi dalam shaker incubator selama akhir fase 

logaritmik awal fase stasioner. Ekstraksi enzim dilakukan dengan menggunakan 

sentrifuse pada suhu 4ºC dengan kecepatan 10000 rpm selama 15 menit. 

Kemudian filtrat yang telah memisah dari pellet diambil. Filtrat ini merupakan 

enzim kasar (lampiran 4, gambar d) (Sutandi, 2003). 

3.5.6 Pengukuran Pengaruh Suhu dan pH terhadap Aktivitas Protease  

Aktivitas proteolitik dari enzim yang dihasilkan diukur dengan metode 

Bergmeyer (1983). Tiga tabung disediakan, masing-masing untuk blanko, standar 

dan sampel. Sebanyak 1 ml buffer fosfat (0.01M, pH 7) dan 1 ml buffer tris HCl 
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(0.01M, pH 8 dan pH 9) dimasukkan dalam masing-masing tabung. Dilanjutkan 

dengan pemberian 1 ml substrat kasein (20 mg/ml, pH 7) dan 0.2 ml HCl (0.05M) 

ke dalam masing-masing tabung. Tabung blanko, standar dan sampel.diisi dengan 

masing-masing 0.2 ml akuades. 0.2 ml tirosin standar (5mM), dan 0.2 ml enzim 

kasar dalam CaCl2 (2mM). Ketiga tabung diinkubasi dalam shaker incubator 

dengan kecepatan 120 rpm selama 30 menit pada perbedaan suhu 25, 35, 45, 

55ºC. Selanjutnya ketiga tabung ditambah 2 ml TCA (0.1M). Kemudian larutan 

CaCl2 (2mM) sebanyak 0.2 ml dimasukkan ke dalam tabung sampel, sedangkan 

tabung blanko dan standar masing-masing diberi 0.2 ml enzim kasar dalam CaCl2 

(2mM). Ketiga tabung didiamkan pada suhu 37º C selama 10 menit, lalu diputar 

dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit. Sebanyak 1.5 ml filtrat diambil dari 

ketiga tabung dan ditambahkan 5 ml Na2CO3 (0.4 M) untuk mendapatkan pH 

sekitar 11,5 sebagai pH optimum dalam mempertahankan intensitas dan stabilitas 

warna biru dan 1 ml reagen Folin Ciocalteau yang akan bereaksi dengan tirosin 

dan triptofan yang telah larut dalam filtrat dan membentuk kompleks warna biru 

(lampiran 4, gambar e). Reaksi didiamkan selama 20 menit pada suhu 37ºC dan 

dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 578 nm. 

Setiap sampel yang akan dihitung aktivitasnya memiliki nilai absorbansi 

untuk blanko, standar dan sampel masing- masing. Dengan menggunakan rumus 

di bawah ini dapat dihitung unit aktivitas dari enzim. Perhitungan aktifitas enzim 

protease dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut (Ferdian, 2006):  
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Asp – Abl 

PU =         x P x 1/T 

    Ast – Abl  

 

Keterangan; PU : Unit aktivitas protease (unit)  

Asp : Nilai absorbansi sampel  

Ast : Nilai absorbansi standart  

Abl : Nilai absorbansi blanko  

P : Faktor pengenceran  

T : Waktu inkubasi enzim 

Aktivitas protease dihitung dalam satuan U (unit) per ml ekstrak enzim. 

Satu unit protease (U) didefinisikan sebagai banyaknya ml enzim yang dibutuhkan 

untuk menghasilkan 1 μmol tirosin tiap menit dengan kasein sebagai substrat 

(Baehaki, 2011). 

3.5.6 Analisa Data  

Untuk mengetahui pengaruh suhu dan pH terhadap besarnya nilai aktivitas 

protease, digunakan rancangan penelitian berupa rancangan acak lengkap (RAL) 

faktorial dengan dua faktor yaitu suhu dan pH. Data pengaruh suhu dan pH 

terhadap aktivitas protease dianalisis dengan menggunakan Analysis Of Variance 

(ANOVA). Apabila perlakuan berpengaruh nyata terhadap parameter maka 

dilanjutkan dengan Uji Duncan Multiple Test (DMRT). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Uji Aktivitas Enzim Protease yang Dihasilkan oleh Bacillus subtilis secara 

Kualitatif 

Potensi bakteri endofit Bacillus subtilis dalam menghasilkan enzim 

protease ekstraseluler secara kualitatif dapat diketahui berdasarkan ada atau 

tidaknya zona bening yang terbentuk disekitar koloni bakteri pada media SMA 

(Skim Milk Agar) (Gouda, 2006). Aktivitas protease Bacillus subtilis pada media 

SMA diukur menggunakan indeks protease (IP) yakni dengan membandingkan 

antara diameter zona bening di sekitar koloni dengan diameter koloni bakteri 

(Soeka dan Sulistiani, 2014). Hasil pengamatan zona bening dari bakteri endofit 

Bacillus subtilis yang diuji pada media SMA ditampilkan pada gambar 4.1. 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Petri dengan media SMA menunjukkan zona bening yang dihasilkan 

dari aktivitas enzim protease bakteri Bacillus subtilis (KB = Koloni 

Bakteri, ZB = Zona Bening, KC = Kertas Cakram) 

Zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri (gambar 4.1) 

menandakan adanya aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri endofit 

Bacillus subtilis. Enzim protease yang dihasilkan dapat mengkatalis pemutusan 

KB 

ZB 

KC 
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ikatan peptida pada protein susu dalam media SMA menjadi peptida-peptida 

rantai pendek dan asam-asam amino yang menyebabkan perubahan warna susu 

menjadi tidak berwarna atau bening (Milala et al, 2016). Nilai indeks protease 

(IP) yang dihasilkan Bacillus subtilis yang diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 

ºC yakni sebesar 1,44 dari hasil perbandingan diameter zona bening (54,21 mm) 

dengan diameter koloni bakteri (37,65 mm). Menurut Kosim (2010), Bacillus 

subtilis memiliki masa pertumbuhan yang cepat, sehingga diperkirakan dalam 

waktu 24 jam bakteri ini telah mencapai fase eksponensial. Selain itu suhu 37 ºC 

merupakan suhu yang optimum bagi sebagian besar bakteri.  

Hasil indeks aktivitas protease Bacillus subtilis ini cukup tinggi jika 

dibandingkan dengan indeks protease isolat T1S1 sebesar 1,1 (Baehaki, 2011). 

Namun, lebih kecil jika dibandingkan dengan indeks protease Bacillus mycoides 

sebesar 1,79 (Fatichah, 2011). Hal ini dikarenakan bahwa spesies yang berbeda 

dapat memiliki kemampuan yang berbeda pula dalam menghasilkan protease 

ekstraseluler yang dapat menghidrolisis kasein dalam media susu skim agar.  

4.2 Pola Pertumbuhan Bacillus subtilis  

Lama waktu fermentasi bakteri Bacillus subtilis dalam memproduksi 

enzim protease yang tinggi dan maksimal dapat diketahui dari fisiologi 

pertumbuhan bakteri yakni dengan membuat kurva pertumbuhan bakteri. 

Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis bertujuan untuk 

menentukan waktu saat mikroba memasuki akhir fase logaritmik awal fase 

stasioner. Sehingga kurva pertumbuhan ini hanya dengan mengukur kekeruhan 

media menggunakan spektrofotometer tanpa menghitung jumlah mikroba yang 

sebenarnya. Dalam hal ini tidak hanya sel mikroba yang terukur, namun molekul 
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besar yang berada dalam media dapat terukur ketika terkena sinar. Sehingga kurva 

pertumbuhan ini hanya dapat dijadikan acuan untuk mendapatkan titik waktu dari 

tiap fase pertumbuhan mikroba. Menurut Susanti (2003), kekeruhan terjadi karena 

sel bakteri tumbuh, berkembang, memperbanyak diri, dan mensekresikan enzim 

ke media kultur. 

Pembuatan kurva pertumbuhan dan produksi enzim protease dari bakteri 

Bacillus subtilis ini memanfaatkan media campuran limbah cair tahu dan dedak. 

Limbah cair tahu dan dedak yang digunakan berasal dari pabrik pembuatan tahu 

dan pabrik penggilingan beras di Kecamatan Sukun, Kota Malang. Berdasarkan 

hasil penelitian Naiola dan Widhyastuti (2002), media campuran limbah cair tahu 

dan dedak dapat digunakan sebagai media produksi enzim protease  dengan nilai 

aktivitas protease sebesar 17,61 x 10
-2

 U/ml.  

 

Gambar 4.2 Kurva Pertumbuhan Bakteri Bacillus subtilis dalam Media 

Campuran Limbah Cair Tahu dan Dedak 

Hasil kurva pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis pada media campuran 

limbah cair tahu dan dedak (gambar 4.2) menunjukkan bahwa Bacillus subtilis 

melakukan adaptasi pada fase lag ± 4 jam. Waktu adaptasi ini terbilang singkat. 

Hal ini serupa dengan hasil penelitian Kosim (2010) bahwasanya fase lag Bacillus 
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subtilis yakni ± 4 jam. Sedangkan pada kurva pertumbuhan Bacillus subtilis yang 

dilakukan oleh Susanti (2003) fase lagnya hanya ± 2 jam. Pada fase adaptasi ini 

terjadi sintesis enzim oleh sel yang dipergunakan untuk metabolisme metabolit 

Setelah mengalami fase adaptasi, sel mulai membelah dengan kecepatan yang 

sangat rendah karena baru selesai tahap penyesuaian diri. Fase ini disebut fase 

pertumbuhan awal.  

Pada jam ke-4 hingga jam ke-28 laju pertumbuhan bakteri mulai 

meningkat hingga mencapai titik maksimal dan terjadi pertumbuhan secara 

logaritmik atau eksponensial. Oleh karena itu, fase ini dinamakan fase log. 

Menurut Kosim (2010), fase log merupakan fase dimana bakteri mengalami 

pertumbuhan yang sangat cepat dan dapat dikatakan pada fase ini bakteri 

mengalami pertumbuhan eksponensial, sehingga kebutuhan energi bakteri 

Bacillus subtilis pada fase ini lebih tinggi dibandingkan fase lainnya. Bakteri 

banyak memproduksi zat-zat metabolit yang dibutuhkan dalam memenuhi 

kebutuhan nutrisinya salah satunya adalah enzim protease. Maka dari itu, produksi 

enzim protease dilakukan pada akhir fase logaritmik awal fase stasioner yakni 

pada jam ke-28. Dikarenakan pada fase ini pertumbuhan bakteri mengalami 

peningkatan dan sangat efektif dalam mensintesis enzim protease secara maksimal 

(Sulistyaningtyas, et al., 2013). Selain itu Ward (1983) menyatakan bahwa 

pembentukan enzim protease mulai meningkat memasuki fase eksponensial dan 

meningkat lebih cepat ketika akan memasuki fase stasioner.  

Kerapatan optik mulai mengalami penurunan setelah jam ke-28. Fase 

penurunan ini menunjukkan bakteri Bacillus subtilis dalam media campuran 

limbah cair tahu dan dedak mulai memasuki fase kematian atau fase stasioner. 
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Kematian ini terjadi karena zat makanan yang diperlukan bakteri berkurang dan 

hasil ekskresi bakteri telah tertimbun menjadi produk-produk penghambat dalam 

medium, sehingga mengganggu pembiakan dan pertumbuhan bakteri selanjutnya. 

Berbagai jenis bakteri memiliki pola pertumbuhan yang tidak selalu sama. 

Hal ini menunjukkan bahwa bakteri memiliki kemampuan khusus pada masing-

masing jenis dalam memperoleh makanan dan nutrisi yang berbeda-beda yang 

jika dikaitkan secara implisit dengan firman Allah dalam Al-Qur‟an surat Al-A‟la 

(87) ayat 2-3 yang berbunyi:  

                

Artinya: “Yang menciptakan dan menyempurnakan (penciptaan-Nya), dan Yang 

menentukan kadar (masing-masing) dan memberi petunjuk”(Q.S Al-

A‟la: 2-3). 

Menurut tafsir Ibnu Katsir (2003), maksud dari kedua ayat tersebut yakni 

Allah menciptakan makhluk dan menyempurnakannya dengan bentuk yang 

sebaik-baiknya, serta memberikan kemampuan makhlukNya sesuai dengan kadar 

kebutuhannya masing-masing.  

Kemampuan hidup bakteri dalam suatu media tergantung pada 

ketersediaan nutrisi yang dibutuhkannya. Dalam hal ini, bakteri akan 

menghidrolisis senyawa kompleks seperti protein menjadi senyawa yang lebih 

sederhana. Kemampuan bakteri ini merupakan suatu petunjuk bagi manusia atas 

kebesaran Allah dalam menciptakan makhlukNya. 

4.3 Pengaruh Interaksi Suhu dan pH terhadap Aktivitas Enzim Protease 

Enzim merupakan suatu protein yang mempunyai aktivitas biokimia 

sebagai katalis suatu reaksi. Enzim sangat rentan terhadap kondisi lingkungan 

karena enzim merupakan protein. Apabila terdapat perubahan temperatur ataupun 

derajat keasaaman pada lingkungannya dapat mempengaruhi aktivitas enzim 
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(Hamdiyati, 2001). Beberapa parameter yang dapat diukur dalam penentuan 

waktu panen enzim yaitu kerapatan (optical density) dan aktivitas enzim yang 

dihasilkan dalam hal ini adalah enzim protease dari bakteri endofit Bacillus 

subtilis yang ditumbuhkan dalam media campuran limbah cair tahu dan dedak. 

Aktivitas enzim dapat didefinisikan sebagai kecepatan pengurangan subtract atau 

kecepatan pembentukan produk pada kondisi optimum (Lehninger, 1993). 

Penentuan aktivitas enzim protease Bacillus subtilis dilakukan dengan variasi 

suhu dan pH untuk mendapatkan suhu dan pH optimum.  

Adanya pengaruh suhu, pH, dan interaksi antara keduanya terhadap 

aktivitas enzim protease yang dihasilkan bakteri endofit Bacillus subtilis yang 

ditumbuhkan dalam media campuran limbah cair tahu dan dedak diketahui dengan 

menggunakan analisis statistik berupa ANOVA (Analysis Of Variance), 

sebagaimana ditampilkan pada lampiran 3 tabel 3. Hasil analisis ANOVA pada 

tabel 3 menunjukkan bahwa nilai dari F hitung (11,867) > F tabel 5% (2,51) yang 

berarti ada pengaruh interaksi antara suhu dan pH terhadap aktivitas protease yang 

dihasilkan Bacillus subtilis yang ditumbuhkan dalam media campuran limbah cair 

tahu dan dedak. 

Selanjutnya, untuk mengetahui perlakuan terbaik dari masing-masing 

perlakuan dilakukan uji lanjut menggunakan uji DMRT (Duncan Multiple Range 

Test) pada tabel 4.1. Berdasarkan hasil uji DMRT bahwa notasi yang berbeda 

menunjukkan adanya perbedaan pengaruh yang nyata antar perlakuan terhadap 

aktivitas enzim. 
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Tabel 4.1 Uji DMRT Pengaruh Suhu dan pH terhadap Aktivitas Protease 

 

 

 

 

 

 

Hasil uji lanjut DMRT pada tabel 4.1 menunjukkan bahwa aktivitas enzim 

protease tertinggi dari Bacillus subtilis yang ditumbuhkan dalam media campuran 

limbah cair tahu dan dedak yakni pada perlakuan interaksi suhu 55°C dan pH 8 

sebesar 1,511 U/ml. Adapun hasil ini berbeda nyata dengan semua perlakuan yang 

diuji diikuti dengan notasi f (tabel 4.1). Sedangkan, aktivitas enzim protease 

terendah didapatkan pada perlakuan interaksi suhu 25°C dan pH 7 sebesar 0,063 

U/ml. Hasil ini tidak berbeda nyata pada semua perlakuan interaksi pH 7 dengan 

suhu yang berbeda-beda (35°C,45°C, dan 55°C). Tidak berbeda nyata pula pada 

perlakuan interaksi suhu 25°C dan pH 8 yakni dengan nilai aktivitas sebesar 0,276 

U/ml.  

Aktivitas enzim protease yang dihasilkan Bacillus subtilis untuk pH 7 

yaitu mengalami peningkatan aktivitas secara berkala dan mencapai optimum 

pada suhu 45ºC sebesar 0,314 U/ml. Kemudian pada suhu 55ºC mengalami 

penurunan aktivitas menjadi 0,292 U/ml. Hal yang sama juga dialami pada 

aktivitas pH 9 (Gambar 4.3). Dimana pada pH 9 peningkatan aktivitas mencapai 

No Suhu pH Aktivitas Enzim 

(U/ml) 

Notasi 

1 

25ºC 

7 0.063 a 

2 8 0.276 ab 

3 9 0.507 bc 

4 

35ºC 

7 0.287 ab 

5 8 0.438 bc 

6 9 0.648 cd 

7 

45ºC 

7 0.314 ab 

8 8 0.766 de 

9 9 0.967 e 

10 

55ºC 

7 0.292 ab 

11 8 1.511 f 

12 9 0.822 de 
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optimum pada suhu 45ºC sebesar 0,967 U/ml dan mengalami penurunan pada 

suhu 55ºC dengan nilai aktivitas sebesar 0,822 U/ml. Hal ini menurut Kosim 

(2010), disebabkan oleh peningkatan energi kinetik akibat suhu yang semakin 

tinggi, sehingga menambah intensitas tumbukan antara substrat dan enzim. Pada 

suhu optimum, tumbukan antara enzim dan substrat sangat efektif, sehingga 

mempermudah pembentukan kompleks enzim-substrat dan produk yang 

dihasilkan meningkat. Selain itu, peningkatan suhu lebih lanjut akan menurunkan 

aktivitas enzim, karena enzim mengalami denaturasi atau perubahan konformasi 

enzim pada suhu yang terlalu tinggi, sehingga substrat terhambat dalam memasuki 

sisi aktif enzim.  

 

Gambar 4.3 Grafik Pengaruh Interaksi Suhu dan pH terhadap Aktivitas Enzim 

Protease dari Bacillus subtilis yang Ditumbuhkan dalam Media 

Campuran Limbah Cair Tahu dan Dedak 

Aktivitas protease Bacillus subtilis pada pH 8 dengan suhu 25ºC sebesar 

0,276 U/ml dan mengalami peningkatan terus-menerus pada suhu 35ºC, 45ºC, 

hingga 55ºC dengan masing-masing aktivitas berturut-turut sebesar 0,438 U/ml, 

0,766 U/ml, dan 1,511 U/ml. Peningkatan aktivitas seiring dengan kenaikan suhu 

ini menurut Palmer (1991), dikarenakan akan meningkatkan kecepatan reaksi 
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kimia yang mempercepat gerak termal molekul, sehingga terjadi peningkatan 

energi untuk memasuki keadaan transisi.  

Peningkatan suhu pada reaksi enzim mempunyai dua pengaruh yaitu dapat 

meningkatkan laju reaksi atau dapat meningkatkan laju inaktifasi enzim. Semua 

enzim bekerja dalam rentang suhu tertentu pada tiap jenis organisme (Poedjiaji 

dan Supriyanti, 2006). Umumnya, setiap peningkatan suhu sebesar 10ºC diatas 

suhu minimum akan menyebabkan peningkatan aktivitas enzim sebanyak dua kali 

lipat hingga mencapai optimum, namun laju inaktifasi akan meningkat 64 kali 

lipat (Bintang, 2010). 

Selain suhu, faktor lain yang mempengaruhi dalam aktivitas protease 

Bacillus subtilis yang diuji adalah pH. Aktivitas protease pada pH 8 dan pH 9 

menunjukkan aktivitas lebih besar dibandingkan dengan aktivitas pada pH 7. 

Namun, pada grafik (gambar 4.3) menunjukkan bahwa aktivitas optimum pada pH 

8 dengan suhu 55ºC. Menurut North (1982), Berdasarkan pH optimumnya, 

protease diklasifikasikan pada protease asam, netral, dan alkalin. Rentang pH 8-12 

dapat diklasifikasikan sebagai protease alkalin. Oleh karena itu, enzim protease 

yang dihasilkan Bacillus subtilis ini merupakan protease alkalin yang optimum 

pada pH basa. Enzim menyediakan tempat untuk pengikatan proton karena enzim 

adalah protein yang tersusun oleh asam amino yang dapat mengikat proton pada 

gugus amino, karboksil, dan gugus fungsional lainnya (Suhartono, 1989). Gugus 

fungsional pada sisi aktif enzim yang dapat terionisasi memegang peranan penting 

pada suatu reaksi yang dikatalis oleh enzim. Gugus fungsional dapat berada pada 

asam amino basa dan asam amino asam (Whittaker, 1994). Pada penelitian ini, 

dalam kondisi lingkungan basa gugus fungsional asam amino pada sisi aktif 
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protease dapat terionisasi, sehingga enzim dan substrat dapat berikatan dan 

bereaksi. 

Derajat keasaman (pH) lingkungan mempengaruhi kecepatan aktivitas 

enzim dalam mengkatalis suatu enzim yang disebabkan oleh konsentrasi ion H
+
 

dalam mempengaruhi struktur tiga dimensi enzim dan aktivitasnya. Setiap enzim 

memiliki pH optimum, dimana pada pH tersebut pengikatan substrat oleh struktur 

tiga dimensi enzim terjadi secara kondusif. Namun apabila konsentrasi ion H
+
 

berubah dari konsentrasi optimal, maka aktivitas enzim akan hilang secara 

progesif hingga akhirnya enzim menjadi tidak fungsional (Lehninger, 1997). 

Dengan kata lain, rendahnya aktivitas protease pada pH 7 disebabkan oleh adanya 

perubahan struktur tiga dimensi protease, sehingga protein tidak dapat berikatan 

dengan sisi aktif protease. 

Sintesis enzim ekstraseluler secara tidak langsung dipengaruhi oleh pH 

media. Sintesis enzim ekstraseluler terjadi pada membran sel dalam bentuk 

precursor yang tidak aktif dan akan dilepaskan pada media menjadi bentuk aktif 

melalui proses proteolisis. Jika pH medium tidak mendukung permeabilitas 

membran untuk mensekresikan enzim, maka konsentrasi ekoenzim dalam media 

akan rendah, walaupun enzim telah disintesis pada membran (Ward, 1983). 

Berdasarkan nilai aktivitas keseluruhan perlakuan, interaksi suhu 55ºC dan 

pH 8 merupakan aktivitas protease tertinggi yang dihasilkan oleh bakteri endofit 

Bacillus subtilis dari tanaman kenikir (Cosmos sulphureus) dalam media 

campuran limbah cair tahu dan dedak dibandingkan dengan perlakuan interaksi 

yang lain. Hal ini disebabkan karena pada pH optimum, protease dari Bacillus 

subtilis memiliki konformasi sisi aktif yang sesuai dengan substrat sehingga dapat 
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membentuk kompleks enzim-substrat yang sesuai sehingga menghasilkan 

aktivitas yang maksimal. Selain itu juga menurut Palmer (1991), dalam kondisi 

suhu optimum dapat meningkatkan energi kinetik yang dapat mempercepat gerak 

vibrasi, translasi, dan rotasi balik enzim maupun substrat, sehingga memperbesar 

peluang reaksi enzim dengan substrat. Tumbukan yang sering terjadi antara enzim 

dan substrat ini akan membentuk kompleks produk enzim-substrat yang 

menyebabkan produk yang terbentuk juga banyak.  

Hasil penelitian oleh Soeka dan Sulistiani (2014) menyebutkan bahwa 

aktivitas protease Bacillus subtilis A1 InaCC B398 yang diisolasi dari Terasi 

Samarinda dalam media sintetik optimum pada pH 8,5 dan suhu 50ºC sebesar 

88,4 U/ml. Aktivitas protease Bacillus subtilis oleh Milala (2016) optimum pada 

interaksi pH 8 dan suhu 60ºC dengan nilai aktivitas sebesar 0,0827 U/ml dalam 

media sintetik, sedangkan pada penelitian Pant, et al (2015) protease Bacillus 

subtilis yang diisolasi dari tanah dalam media gelatin optimum pada pH 7,4 

sebanyak 143,3 U/ml. Dari beberapa hasil penelitian tersebut dapat diartikan 

bahwa bakteri Bacillus subtilis optimum pada pH basa dan optimum pada suhu 

yang relatif tinggi. Hal ini disebabkan bahwa Bacillus subtilis merupakan bakteri 

yang dapat tumbuh baik pada pH basa (alkalin) (Sathiya, 2013) dan dapat pula 

bertahan hidup pada suhu tinggi dengan rentang 40-60ºC atau disebut bakteri 

termostabil (Thakur dan Tiwari, 2013).  

Tingginya aktivitas protease yang dihasilkan oleh Soeka dan Sulistiani 

(2014) dan Pant, et al (2015), selain dari kadungan protein yang tinggi pada 

masing-masing media sintetik susu skim (37%) (Wilson, 2005) dan gelatin 

(75,13%) (Prihardhani dan Yunianta, 2016), juga karena adanya penambahan ion 
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logam sebagai aktivator enzim pada perlakuan Soeka dan Sulistiani (2014) seperti 

CaCl2 dan MnCl2, serta adanya penambahan sumber nitrogen dan sumber karbon 

pada perlakuan Pant, et al (2015). Oleh karena itu, terjadi kombinasi kondisi 

lingkungan yang sangat baik dan sesuai untuk meningkatkan aktivitas protease 

dalam menghidrolisis protein pada media. Sebagaimana menurut Whittaker 

(1994) bahwa adanya aktivator yang berikatan dengan enzim dapat menyebabkan 

kenaikan kecepatan reaksi enzim. 

Hasil aktivitas protease terendah dari keseluruhan perlakuan yakni pada 

interaksi suhu 25ºC dan pH 7 sebanyak 0,063 U/ml. Meskipun bakteri endofit 

Bacillus subtilis yang diuji dalam penelitian ini diisolasi dari tanaman kenikir 

yang berasal dari dataran tinggi dengan kisaran suhu 22-28ºC, namun tidak 

mempengaruhi aktivitas optimum yang dihasilkan. Hal ini dibuktikan dari hasil 

aktivitas protease Bacillus subtilus yang optimum pada suhu tinggi yaitu 55ºC 

dibandingkan dengan suhu 25ºC. Menurut Baehaki (2011), pada suhu yang lebih 

rendah dari suhu optimum, aktivitas enzim juga rendah. Hal ini disebabkan 

rendahnya energi aktivasi yang tersedia yang dibutuhkan untuk menciptakan 

kondisi tingkat kompleks aktif, baik dari molekul enzim maupun dari molekul 

substrat.  

Pada media yang sama yaitu media campuran limbah cair tahu dan dedak, 

hasil aktivitas protease dari Bacillus mycoides optimum pada suhu 60ºC dan pH 8 

sebesar 0,2759 U/ml (Noviasari, 2013) dan aktivitas protease Bacillus macerans 

pada pH 7 dan suhu 37ºC sebesar 0,1761 U/ml (Naiola dan Widhyastuti, 2002). 

Hasil kedua aktivitas protease Bacillus mycoides dan Bacillus macerans tersebut 

lebih rendah dibandingkan dengan aktivitas protease Bacillus subtilis yang diuji. 
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Selain itu, pada aktivitas protease Bacillus mycoides memiliki pH optimum yang 

sama dengan Bacillus subtilis yaitu pH 8, akan tetapi suhu optimum dan besarnya 

aktivitas protease berbeda. Hal ini menandakan bahwa setiap spesies bakteri 

memiliki batas toleransi tertentu terhadap parameter lingkungan tertentu. 

Fleksibilitas mikroba dalam beradaptasi pada lingkungan yang berbeda terlihat 

ekspresi genetik yang berubah. Bakteri proteolitik yang berhasil bertoleransi 

dengan lingkungan akan menghasilkan aktivitas enzim protease tertinggi 

(Sumardi, 2009). 

Bacillus licheniformis memiliki aktivitas protease tertinggi sebesar 123,34 

U/ml pada suhu 50 dan 193,14 U/ml pada pH 10 (Yati, 2011). Aktivitas protease 

Bacillus firmus dan Bacillus cereus yang diisolasi dari sumber air panas Pacet 

Mojokerto berturut-turut adalah 0,487 U/ml dan 0,691 U/ml (Saidah, 2014). 

Protease dari isolat T1S1 dan T2S3 yang diisolasi dari tanah rawa Indralaya 

memiliki aktivitas optimum masing-masing 0,391 U/ml dan 0,385 U/ml pada pH 

8, sedangkan isolat T3S3 optimum pada pH 7,5 (Baehaki, 2011). Nilai aktivitas 

protease yang berbeda-beda menunjukkan bahwa bakteri memiliki potensi yang 

bervariasi dalam memanfaatkan nutrien dari substrat maupun kemampuan 

metabolismenya seperti jumlah enzim dan asam amino yang dimiliki masing-

masing bakteri berbeda, sehingga akan beradaptasi pada kondisi yang paling 

sesuai dengan kebutuhan metabolismenya (Agustien, 2010). Allah berfirman 

dalam Q.S Al-Furqaan (25) ayat 2 yang berbunyi: 
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Artinya: “Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak 

mempunyai anak, dan tidak ada sekutu bagi-Nya dalam 

kekuasaan(Nya), dan dia telah menciptakan segala sesuatu, dan Dia 

menetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-rapinya”. (Q.S Al 

Furqaan: 2) 

Penggalan ayat yang digaris bawahi tersebut menjelaskan bahwa Allah 

telah menetapkan dari apa yang diciptakan-Nya sesuai dengan hikmah yang 

diinginkan-Nya dan bukan karena nafsu dan kelalaian, melainkan segala sesuatu 

berjalan berdasarkan ketentuan-Nya (Al-Qurthubi, 2008).  

Firman Allah SWT dalam Q.S Al-Hijr (15) ayat 20 juga menerangkan 

tentang keberadaan enzim dan potensinya dalam kehidupan bukan semata-mata 

kebetulan, melainkan tanda kemurahan Allah terhadap makhluk-makhlukNya. 

Yang demikian ini dapat dikaitkan dalam firman-Nya yang berbunyi: 

                  

Artinya: “Dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan 

hidup, dan (Kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang kamu 

sekali-kali bukan pemberi rezeki kepadanya”. (Q.S Al-Hijr: 20) 

Allah SWT telah menjadikan keperluan-keperluan hidup manusia berupa 

buah-buahan dan biji-bijian sebagai rezeki bagi makhluk-Nya (Al-Qurthubi, 

2008).  

Rezeki yang diberikan Allah sangatlah lengkap. Berbagai sumber 

kehidupan baik makro maupun mikro telah Allah karuniakan kepada makhluk-

Nya. Seperti halnya enzim protease yang dibutuhkan oleh setiap makhluk hidup 

dalam proses metabolisme. Enzim protease dapat diperoleh dari tanaman, hewan, 

dan mikroba. Enzim protease yang dihasilkan dari mikroba merupakan bentuk 

rezeki yang Allah berikan untuk membantu memenuhi keperluan-keperluan hidup 
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manusia. Salah satunya adalah enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri 

endofit Bacillus subtilis dari tanaman Kenikir yang ditumbuhkan dalam media 

campuran limbah cair tahu dan dedak. 

Pemanfaatan media alternatif limbah cair tahu dan dedak ini juga 

sangatlah perlu dilakukan. sebagaimana menurut Fardiaz (1988) bahwa dalam 

industri fermentasi dibutuhkan substrat yang murah, mudah didapat, dan 

penggunaannya yang efesien. Selain itu, media yang digunakan harus dapat 

memenuhi kebutuhan senyawa karbon, nitrogen serta beberapa zat pertumbuhan 

yang diperlukan, misalnya asam amino esensial. Oleh karena itu, media campuran 

limbah cair tahu dan dedak ini merupakan media yang cukup potensial untuk 

digunakan sebagai media alternatif dalam produksi enzim protease. Sebagaimana 

diketahui bahwa kandungan protein yang cukup tinggi (40-60%) dalam limbah 

cair tahu (Sugiharto, 2010) serta kandungan nitrogen (34,2-46,1%) dalam dedak. 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa terdapat pengaruh 

suhu dan pH terhadap aktivitas enzim protease dari bakteri endofit Bacillus 

subtilis dari tanaman kenikir (Cosmos sulphureus) yang ditumbuhkan dalam 

media campuran limbah cair tahu dan dedak yakni memperoleh aktivitas protease 

tertinggi pada perlakuan suhu 55ºC dan pH 8 sebesar 1,511 U/ml, sedangkan 

aktivitas protease terendah diperoleh pada perlakuan suhu 25ºC dan pH 7 sebesar 

0,063 U/ml. 

5.2 Saran  

 Penelitian ini perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan menambahkan 

variabel yang diamati seperti konsentrasi enzim, konsentrasi substrat, aktivator, 

dan inhibitor yang mempengaruhi aktivitas enzim, serta dilakukan pemurnian 

enzim dan pemanfaatan aplikatifnya. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Pembuatan Pereaksi Aktivitas Enzim Protease Metode Bergmeyer 

(1983) 

1. Asam klorida (HCl 1 mol/L) 

 

 

Diencerkan dengan menambahkan aquades menjadi 72 ml 

Diaduk menggunakan stirer 

 

 

2. Asam klorida (HCl 0.05 mol/L) 

 

 

Diencerkan dengan menambahkan 19 ml aquades 

Diaduk menggunakan stirer 

 

 

3. Natrium hidroksida (NaOH 1 mol/L) 

 

 

Dilarutkan dalam labu ukur hingga mencapai 100 ml 

Dikocok 

 

 

4. Larutan tirosin standar (5 mmol/L) 

 

 

Dilarutkan dalam 50 ml aquades 

Diaduk menggunakan stirer 

 

 

9,8 ml HCl pekat 

Hasil 

1 ml HCl 1 mol/L (No 1) 

Hasil 

4 g NaOH 

Hasil 

45,3 mg tirosin 

Hasil 
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5. Larutan substrat kasein (2% w/v) 

 

  

Disuspensikan dengan 5 ml aquades dalam gelas piala 100 

ml 

Ditambahkan NaOH (No 3) dan 30 ml aquades serta diaduk 

menggunakan magnet stirrer hingga semua kasein larut 

Ditambahkan 5 ml buffer borat dan ditetapkan pHnya 

menjadi 8 dengan penambahan HCl (No 2) 

Ditetapkan volumenya menjadi 50 ml 

 

 

6. Asam Trikloroasetat (TCA 0.1 mol/L) 

 

Dilarutkan dalam 250 ml aquades 

Diaduk hingga homogen 

 

 

7. Natrium karbonat (Na2CO3 0.4 mol/L) 

 

 

                        Dilarutkan dalam 250 ml aquades 

                        Diaduk sampai homogen 

 

 

8. Folin Ciocalteu 

 

 

Dilarutkan dalam 5 ml aquades 

Dihomogenkan 

 

4,075 g TCA 

Hasil 

10,599 g Na2CO3 

Hasil 

1 ml reagen Folin Ciocalteu 

Hasil 

1 g kasein 

Hasil 
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9. Kalsium klorida (CaCl2 12 mmol/L) 

 

 

Dilarutkan dalam 50 ml  

Diaduk sampai homogen 

 

 

10. Kalsium klorida (CaCl2 2 mmol/L) 

 

 

Dilarutkan dalam 30 ml aquades 

Diaduk hingga homogen 

 

 

11. Larutan enzim protease 

 

 

Ditambahkan 0,2 ml larutan CaCl2  (No 10) 

Diaduk hingga homogen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil 

Hasil 

6 ml CaCl2 12 mmol/L (No 9) 

1 ml ekstrak enzim protease kasar 

66,5964 mg CaCl2 

Hasil 
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Lampiran 2. Hasil Perhitungan Aktivitas Enzim Protease  

a. Absorbansi Enzim Protease sebelum Perhitungan 

Tabel 1. Data Absorbansi Enzim Protease sebelum Perhitungan 

Suhu pH 

Absorbansi Sampel 

(Asp) 
Absorbansi 

Standart 

(Ast) 

Absorbansi 

Blanko 

(Abl) 
Ulangan 

1 2 3 

25 7 0.098 0.122 0.102 0.155 0.078 

 8 0.233 0.187 0.202 0.160 0.088 

 9 0.177 0.203 0.189 0.112 0.074 

35 7 0.221 0.243 0.32 0.192 0.096 

 8 0.537 0.477 0.369 0.254 0.127 

 9 0.652 0.812 0.603 0.282 0.141 

45 7 0.439 0.379 0.237 0.244 0.122 

 8 0.762 0.827 0.678 0.270 0.135 

 9 1.006 0.891 1.122 0.296 0.148 

55 7 0.788 0.674 0.567 0.492 0.246 

 8 0.873 1.264 0.973 0.206 0.103 

 9 1.332 0.994 1.003 0.374 0.187 

 

Rumus aktivitas enzim protease metode Bergmeyer dan Grassal (1983) : 

Asp – Abl 

PU =         x P x 1/T 

    Ast – Abl 

 

Contoh perhitungan berdasarkan rumus aktivitas enzim protease diatas: 

Diketahui :  P = 5 ( pengenceran pereaksi Folin Ciocalteu sebanyak 5 kali ) 

  T = 30 menit ( waktu inkubasi enzim ) 

             0,098 – 0,078 

PU =             x 5 x 1/30 

              0,155 – 0,078 

         =  0.260 x 5 x 1/30 

      =  0,043 U/ml 
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b. Aktivitas Enzim Protease setelah Perhitungan 

Tabel 2. Data Aktivitas Enzim Protease setelah Perhitungan 

Suhu pH Aktivitas Enzim Protease (Unit/ml) Rata-Rata Aktivitas 

Enzim Protease 

(Unit/ml) 
Ulangan 

1 2 3 

25 7 0.043 0.095 0.052 0.063 

 8 0.336 0.229 0.264 0.276 

 9 0.452 0.566 0.504 0.507 

35 7 0.217 0.255 0.389 0.287 

 8 0.538 0.459 0.318 0.438 

 9 0.604 0.793 0.546 0.648 

45 7 0.433 0.351 0.157 0.314 

 8 0.774 0.854 0.670 0.766 

 9 0.966 0.837 1.097 0.967 

55 7 0.367 0.290 0.217 0.292 

 8 1.246 1.879 1.408 1.511 

 9 1.020 0.719 0.727 0.822 
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Lampiran 3. Analisis Data 

a. Analisis Varians Aktivitas Enzim Protease 

Tabel 3.  Analisis Varians Aktivitas Enzim Protease 

Source 

Type III 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F hitung 

F tabel 

5% Sig. 

Model 

Suhu 

pH 

Suhu * pH 

Error 

Total 

5.215
a
 

1.807 

2.026 

1.382 

.466 

17.551 

11 

3 

2 

6 

24 

36 

.474 

.602 

1.013 

.230 

.019 

24.421 

31.025 

52.173 

11.867 

2.22 

3.01 

3.40 

2.51 

.000 

.000 

.000 

.000 

 

 

b. Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim protease 

Tabel 4. Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) untuk pengaruh suhu 

terhadap aktivitas enzim protease 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suhu N 

Subset 

1 2 3 4 

Duncan
a,,b  

suhu 25 

                  suhu 35 

                  suhu 45 

                  suhu 55 

                  Sig.  

9 

9 

9 

9 

.28233 

 

 

 

1.000 

 

.45767 

 

 

1.000 

 

 

.68211 

 

1.000 

 

 

 

.87478 

1.000 
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c. Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim protease 

Tabel 5. Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) untuk pengaruh pH 

terhadap aktivitas enzim protease 

 

 

 

 

 

 

  

d. Interaksi antara suhu dan pH terhadap aktivitas enzim protease 

Tabel 6. Uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) untuk pengaruh interaksi 

antara suhu dan pH terhadap aktivitas enzim protease 

 

Interaksi 

Suhu 

dan pH N 

Subset 

1 2 3 4 5 6 

T1P1 

T1P2 

T2P1 

T4P1 

T3P1 

T2P2 

T1P3 

T2P3 

T3P2 

T4P3 

T3P3 

T4P2 

Sig. 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

.06333 

.27633 

.28700 

.29133 

.31367 

 

 

 

 

 

 

 

.058 

 

.27633 

.28700 

.29133 

.31367 

.43833 

.50733 

 

 

 

 

 

.084 

 

 

 

 

 

.43833 

.50733 

.64767 

 

 

 

 

.093 

 

 

 

 

 

 

 

.64767 

.76600 

.82200 

 

 

.160 

 

 

 

 

 

 

 

 

.76600 

.82200 

.96667 

 

.107 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5110 

1.000 

 

pH N 

Subset 

1 2 

Duncan
a,,b  

pH 7 

                  pH 8 

                  pH 9 

                  Sig. 

12 

12 

12 

.23883 

 

 

1.000 

 

.73592 

.74792 

.835 
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian 

 

 

Gambar a. Media Campuran Limbah Cair Tahu dan Dedak 

 

Gambar b. Peremajaan Isolat Bacillus subtilis pada media NA miring 

 

Gambar c. Media SMA (Skim Milk Agar) 
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Gambar d. Ekstrak Enzim Protease Kasar 

 

Gambar e. Sampel enzim protease yang telah diberi perlakuan dan akan diukur 

absorbansinya dengan spektrofotometer 
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