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ABSTRAK  

Prastika, Eva Zunia. 2018. Pengaruh Konsentrasi Substrat dan Lama Waktu 

Inkubasi Terhadap Aktivitas Enzim Protease yang Diprodusi oleh Bacillus 

subtilis. 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 : Konsentrasi Substrat, Lama Waktu Inkubasi, Enzim Protease,  Bacillus 

subtilis  

 

Protease merupakan salah satu enzim yang paling dibutuhkan dalam bidang 

industri enzim. Protease adalah enzim yang dihasilkan secara ekstraseluler oleh 

mikroorganisme yang mampu menghidrolisis protein menjadi asam amino dan peptida 

sederhana. Protease dapat diisolasi dari berbagai macam sumber seperti tanaman, hewan 

dan mikroba. Bacillus subtilis merupakan salah satu bakteri yang dapat menghasilkan 

enzim protease yang dapat menghidrolisis protein. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh konsentasi substrat dan lama waktu inkubasi terhadap aktivitas 

enzim protease yang diprodusi oleh Bacillus subtilis. 

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan rancangan acak 

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

pengulangan sebanyak 3 kali. Faktor yang pertama adalah variasi konsentrasi substrat 

0,5%, 1%, 1,5% dan 2% sedangkan faktor kedua adalah variasi lama waktu inkubasi 30 

menit, 40 menit dan 50 menit. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analysis Of 

Variance (ANOVA) dan jika terdapat pengaruh nyata terhadap parameter maka 

dilakukan uji lanjut dengan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) pada taraf 

kesalahan 5%. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi substrat dan lama inkubasi 

berpengaruh terhadap aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri Bacillus 

subtilis. Aktivitas protease tertinggi diperoleh pada interaksi konsentrasi substraat 1,5 % 

dan lama waktu inkubasi selama 40 menit sebesar 10,998 U/ml, sedangkan aktivitas 

protease terendah diperoleh pada perlakuan interaksi konsentrasi substrat 0,5% dan 

lama waktu inkubasi selama 30 menit sebesar 0,759 U/ml. 
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ABSTRACT 

 

Prastika, Eva Zunia. 2018. The Effect Of Concentration Substrate and Incubation 

period on the Activity Protease Enzyme Produce by Bacillus subtilis. 
Biology Department of Science Faculty State Islamic University of Maulana 

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

Ahmad, M.Sc 

 

Keywords: Concentration Substrate, Incubation period, Protease Enzyme, Bacillus 

subtilis  

 

 

Protease is one of the most needed enzymes in the enzyme industry. Protease is 

an enzyme produced extracellularly by microorganisms that can hydrolyze proteins into 

simple amino acids and peptides. Protease can be isolated from various sources such as 

plants, animals and microbes. Bacillus subtilis is one of the bacteria that can produce 

protease enzymes that can hydrolyze proteins. This study was to determine the effect of 

substrate concentration substrat and incubation period on the Activity Protease Enzyme 

Produce by Bacillus subtilis. 

 This research is experimental using a Completely Randomized Design (CRD) 

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

variation of substrate concentration which consists of 4 levels those are, 0.5%, 1%, 1.5% 

and 2%. The second factor with variation of incubation period which consists of 3 levels 

those are 30 minutes, 40 minutes and 50 minutes. The data were analyzed using analysis 

of variance (ANOVA) and if significant effected the parameters, than it would be 

continued by Duncan Multiple Range Test (DMRT) at a 5% error level. 

 The results showed that the combination of substrate concentration and 

incubation period affected the protease enzyme activity thus produced by Bacillus 

subtilis. The highest protease enzyme activity obtained from 1.5% substat consentratian 

with 40 minutes incubation period and value of protease enzyme activity  10.998 U / ml. 

While the lowest protease enzyme activity obtained from 0.5% substrate concentration 

treatment with 30 minutes incubation period and value of protease enzyme activity 0,759 

U/ml. 
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 ملخص البحث
التيتنتجه  تأثير تركيز الركائز وطول الوقت الحضانة على نشاط الأنزيم البروتيني .8102 فراستيكا،إيفا

الجامعة الإسلامية . قسم علم الأحياء ، كلية العلوم والتكنولوجيا ، Bacillus subtilis االعصوية الرقيقة
الحكومية مولانا مالك إبراهيم مالانج. المشرف )الأول( : الدكور ة ألفة أوتمى، الحجة الماجستير، و)الثانى(: 

 مجاهدين أحمد، الماجستير
 Bacillus subtilis الكلمات الرئيسية: تركيز الركائز، طول الوقت الحضانة، الأنزيم البروتيني،

 
)البروتيز( هو واحد من الأنزيمات الأكثر حاجة في صناعة الإنزيم. البروتيز هو الإنزيم الأنزيم البروتيني 

الذى ينتج خارج الخلية عن طريق الكائنات الدقيقة الذى تقدر أن تحلل البروتينات إلى أحماض أمينية وببتيدات 
هو واحد   Bacillus subtilis .بسيطة. يعزل البروتيز من مصادر مختلفة مثل النباتات والحيوانات والميكروبات

من البكتيريا التي تمكن أن تنتج الإنزيمات البروتينية التي تمكن أن تحلل البروتينات. يهدف هذا البحث إلى تحديد 
 Bacillus التيتنتجه االعصوية الرقيقةانة على نشاط الأنزيم البروتيني تأثير تركيز الركائز وطول الوقت الحض

subtilis. 
مرات. العامل  3مع عاملين، تكرر كل منهما  (CRD) اتمام اعشوائي االبحث تصميم هذااستخدم 

، والعامل الثاني هو التغير في طول الوقت ٪8و  ٪0.0، و ٪0، ٪1.0الأول هو اختلاف تركيز الركائز يعنى 
 تبايندقائق. وقد تم تحلل البيانات باستخدام تحليل ال 01دقائق و  01دقائق و  31الحضانة يعنى 

(ANOVA) وإذا كان هناك تأثير حقيقي على المعلمة فيجرى اختبارا مستمرا مع اختبار المدى المتعدد ،
 .٪0( على مستوى الخطأ فهو  DMRT دنكان )

دلت النتائج البحث أن تركيز الركائز وطول الوقت الحضانة يؤثر على نشاط الأنزيم البروتيني الذي ينتجه 
 ٪0.0الأعلى في تفاعل تركيز الركائز بنسبة  حصل نشاط للأنزيم البروتيني  . Bacillus subtilis بكتيريا

، وأقل نشاط للأنزيم البروتيني في المعالجة التفاعلية U/ml 01.002 دقائق بنسبة 01وطول الوقت الحضانة هو 
 .U/ml 0,759بنسبة  دقائق 31وطول الوقت الحضانة هو  ٪1.0لتركيز الركائز هو 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan salah satu negara yang mempunyai berbagai macam 

keanekaragaman, antara lain terdapat hewan, tumbuhan dan mikroorganisme. 

Keanekaragaman tersebut  mampu memberikan peluang yang cukup besar bagi 

manusia. Salah satu manfaat yang terdapat dari keanekaragaman tersebut ialah 

mikroorganisme. Salah satu mikroorganisme yang dapat dimanfaatkan oleh 

manusia yaitu bakteri Bacillus subtilis yang dapat dikembangkan sebagai 

penghasil enzim. Salah satu enzim yang dapat dihasilkan yaitu enzim protease 

(Akhdiya, 2003) keberadaan mikrooganisme secara implisit dapat dikaitkan Al-

Qur’an surat Yunus (10) ayat 61 yang berbunyi :  

لُو مِنْهُ مِنْ قُ رْآنٍ وَلَا تَ عْمَلُونَ مِنْ عَ شَ  في  وَمَاتَكُونُ  ذْ مَلٍ إِلاا  كُنا ا عَلَيْكُمْ شُهُوداا إِ أْنٍ وَمَا تَ ت ْ
 رْضِ وَلَا في السا مَاءِ وَلَا أَصْغَرَ وَمَا يَ عْزُبُ عَنْ رَبِّكَ مِنْ مِثْ قَالِ ذَرا ةٍ في الْأَ  ۚ  تفُِيضُونَ فِيهِ 

لِكَ وَلَا أَكْبَ رَ  (                                           ١٦)  إِلاا  في كِتَابٍ مُبِينٍ  مِنْ ذََٰ  
Artinya : “ kami tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu 

ayat dari Al-Qur’an dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan , 

melainkan kami menjadi saksi atasmu diwaktu kamu melakukannya. 

Tidak luput dari pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarra (atom) 

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

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

nyata (Lauh Mahfudzh). 

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. 

Kata dzarrah (atom) dalam ayat diatas memiliki arti bahwa segala sesuatu 

yang diciptakan Allah SWT dengan ukuran yang sangat kecil yang terdapat 

dibumi dan dilangit yang bisa dikaji dalam ilmu biologi yang sering disebut 
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sebagai mikroorganisme. Salah satu mikroorganisme yaang dapat digunakan 

untuk menghasilkan enzim yaitu dari spesies Bacillus subtilis.  

Sebagian besar dari genus Bacillus sp merupakan suatu produsen utama 

yang mampu menghasil enzim protease secara eksraseluler (Nascimento dan 

Martins, 2006). Mikroorganisme jenis Bacillus mampu tumbuh dalam substrat 

yang murah serta mampu hidup dalam temperatur tinggi, tidak mengandung 

toksik dan tidak ada hasil samping metabolik (Doi, 1992). Salah satu jenis 

Bacillus sp yang sering digunakan dalam industri pangan maupun non pangan 

yaitu spesies Bacillus subtilis (Soeka dan sulistiani, 2014). Bakteri endofit 

Bacillus memiliki potensi dalam menghasilkan enzim protease, amylase dan 

lipase (Fatichah, 2011).  

Enzim merupakan senyawa organik yang tersusun atas protein yang dapat 

berfungsi sebagai katalis yang berada didalam tubuh makhluk hidup, dan enzim 

juga mempunyai peran penting yaitu sebagai biokatalisator yang terdapat dalam 

reaksi biokimia (Lehninger,1997). Keunggulan enzim sebagai katalisator yaitu 

memiliki spesifitas tinggi dan dapat mempercepat reaksi kimia tanpa membentuk 

produk samping (Chaplin, 1990). Protease juga termasuk kedalam salah satu satu 

kelompok besar enzim, dan merupakan  suatu enzim yang sering digunakan dalam 

bidang bioteknologi, hal ini dikarenakan protease sangat selektif dalam 

menghidrolisis ikatan peptida yang berada didalam substat yang mengandung 

protein menjadi oligopeptida dan asam-asam amino (Guangrong, et all.2006). 
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Protease adalah enzim yang memiliki prospek yang baik untuk 

dikembangkan, dikarenakan memiliki cakupan yang luas untuk diaplikasikan 

dalam berbagai bidang industri dan telah diperjual belikan diseluruh dunia 

(Bholay, 2012). Protease mampu mengkatalis pemutusan ikatan peptida pada 

protein dikarenakan enzim protease termasuk enzim proteolitik (Smith, 1990). 

Enzim dapat dihasilkan secara intraseluler dan ekstraseluler oleh suatu 

mikroorganisme yang mempunyai peran penting dalam metabolisme dalam sel 

(Ward, 1983).  

Protease memiliki potensi yang dapat diaplikasikan dalam bidang industri 

pangan, antara lain dapat meningkatkan nilai gizi, pengolahan susu menjadi keju, 

pelunak daging, penjernihan bir, dan industri farmasi yang dapat digunakan untuk 

mengurangi senyawa organik, sedangkan protease yang digunakan untuk industri 

non pangan yaitu digunakan untuk industri deterjen, cairan pembersih lensa pada 

kaca mata, serta dapat digunakan dalam mengelola limbah industri (Gupta et al, 

2002). 

Enzim protease dapat dihasilkan oleh hewan, tumbuhan dan  

mikroorganisme. Penggunaan hewan dan tumbuhan masih dibatasi dikarenakan 

penggunakan tumbuhan dan hewan membutuhkan waktu yang lebih lama untuk 

mendapatkan enzim yang sesuai, sedangkan mikroorganisme mampu tumbuh 

dalam waktu yang relatif cepat serta mampu menghasilkan enzim yang lebih 

potensial dibandingkan tanaman dan hewan  (Rao dkk. 1998). Mikroorganisme 

dapat menghasilkan enzim dengan waktu yang singkat, untuk menghasilkan 

enzim yang berasal dari mikroorganisme dapat dilakukan pengaturan kondisi 
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pertumbuhan untuk menghasilkan enzim yang akan diproduksi supaya lebih 

optimal. 

Bacillus subtilis yang diisolasi dari daun kenikir (Cosmos sulphureus) 

mampu menghasilkan enzim protease. Wibawani (2016) telah berhasil 

mengisolasi bakteri endofit yang berupa Bacillus subtilis dari daun kenikir. Genus 

Bacillus pada umumnya mampu hidup disumber air panas sehingga termasuk 

bakteri termofilik, sehubungan dengan penelitian Wibawani (2016) ini, maka 

Bacillus subtilis tidak harus diperoleh dari habitat sumber air panas, namun dapat 

diperoleh dari tanaman antara lain daun kenikir (Cosmos sulphureus). Bacillus 

subtilis diketahui memiliki potensi untuk menghasilkan enzim protease sebagai 

mana dikemukakan oleh Faizah (2017) yang menyatakan bahwa Bacillus subtilis 

yang diisolasi dari daun Kenikir (Cosmos sulphureus) dan ditumbuhkan pada 

media campuran limbah cair tahu dapat bekerja secara optimum pada pH 8 dan 

suhu 550C menghasilkan aktivitas sebesar 1,511 U/ml. 

Terdapat beberapa faktor yang mampu mempengaruhi aktivitas enzim 

antara lain pH, suhu, konsentrasi dan jenis substrat yang digunakan, lama waktu 

inkubasi serta terdapat aktivator dan inhibitor (Hames dan Hooper, 2005). Suhu 

dan pH merupakan salah satu faktor yang harus diketahui terlebih dahulu (Sari, 

2008), hal ini dikarenakan setiap enzim mampu bekerja secara optimal dalam 

suhu dan pH yang sesuai (Fitriani,2003). 

Beberapa hasil penelitian yang membahas tentang potensi Bacillus subtilis 

dalam memproduksi enzim protease pada konsentrasi substrat dan lama waktu 

inkubasi yang berbeda-beda. Kosim (2010) menjelaskan bahwa Bacillus subtilis 
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mampu menghasilkan enzim dengan aktivitas tinggi pada waktu inkubasi sekitar 

50 menit  pada suhu 500C dan dengan pH 8 sebesar 0,094 U/ml. Hasil penelitian 

lainnya menurut Hartanti (2012) menunjukkan bahwa isolat Bacillus sp B1 

menunjukkan  waktu produksi untuk menghasilkan enzim yang optimal yaitu pada 

waktu 60 menit dengan aktivitas 0,148 U/ml . Maziah (2009) menjelaskan bahwa 

kondisi optimum aktivitas katalitik protease termofilik yaitu pada waktu ingkubasi 

selama 40 menit dengan suhu 650C dengan  pH 9 menghasilkan aktivitas enzim 

sebesar 5,25 U/ml.  

Selain faktor lama waktu inkubasi, konsentrasi substrat juga dapat  

berpengaruh terhadap aktivitas enzim. Berdasarkan hasil penelitian Lestari (2013) 

menjelaskan bahwa dengan menggunakan substrat kasein sebesar 1% didapatkan 

aktivitas protease sebesar 0,738 U/ml. Penelitian lainnya menurut Zusfahair 

(2011) dengan menggunakan substrat kasein sebanyak 2% maka dihasilkan 

aktivitas enzim protease sebesar 0,722. Naiola (2012) juga menjelaskan bahwa 

menggunakan substrat kasein 1 % menunjukkan bahwa aktivitas tertinggi yaitu 

1,40 U/ml. Poedjiadi dan Supriyanti (2006) mengatakan jika konsentrasi substrat 

yang digunakan tinggi, maka sisi aktif enzim yang berikatan dengan substrat 

semakin banyak, namun jika konsentrasi substrat yang digunakan terlalu tinggi 

maka tidak akan meningkatkan laju reaksi tetapi dapat menurunkan aktivitas 

enzim tersebut. 

Berdasarkan latar belakang diatas dapat diduga bahwa dengan 

menggunakan spesies sama, diisolasi dari tempat yang berbeda dan diberi 

perlakuan yang berbeda, maka akan memiliki aktivitas protease optimum yang 
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berbeda pula. Selain itu minimnya penelitian mengenai potensi bakteri endofit 

Bacillus subtilis menjadikan penelitin ini perlu dilakukan untuk mengetahui 

potensi bakteri endofit Bacillus subtilis yang diisolasi dari daun kenikir dalam 

menghasilkan enzim protease serta mengetahui konsentrasi substrat dan lama 

waktu inkubasi optimum terhadap aktivitas protease. 

1.2 Rumusan Masalah  

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Apakah ada pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas 

enzim protease dari bakteri endofit Bacillus subtilis? 

2. Apakah ada pengaruh lama waktu inkubasi terhadap aktivitas 

enzim protease dari bakteri endofit Bacillus subtilis? 

3. Apakah ada pengaruh interaksi konsentrasi substrat dan lama 

waktu inkubasi terhadap aktivitas enzim protease dari bakteri 

endofit Bacillus subtilis ? 

1.3 Tujuan 

Tujuan dalam penelitian ini adalah : 

1. Mengetahui pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas 

enzim protease dari bakteri endofit Bacillus subtilis. 

2. Mengetahui pengaruh lama waktu inkubasi terhadap aktivitas 

enzim protease dari bakteri endofit Bacillus subtilis. 

3. Mengetahui pengaruh interaksi konsentrasi substrat dan lama 

waktu inkubasi terhadap aktivitas enzim protease dari bakteri 

endofit Bacillus subtilis. 
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1.4 Hipotesis  

Hipotesis dalam penelitian ini adalah: 

1. Aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri endofit 

Bacillus subtilis tinggi pada konsentrasi substrat optimum. 

2. Aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri endofit 

Bacillus subtilis tinggi lama waktu inkubasi optimum. 

3. Aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri endofit 

Bacillus subtilis tinggi pada konsentrasi substrat dan lama waktu 

inkubasi optimum. 

1.5 Manfaat Penelitian  

Manfaat dari penelitian kali ini yaitu sebagai berikut : 

1. Memberikan informasi terhadap perkembangan ilmu biologi 

khususnya tentang mikroba yang dapat menghasilkan suatu enzim 

yang dapat digunakan untuk bioteknologi misalkan untuk pemuatan 

keju dan pembuatan biodetergen. 

2. Memberikan informasi mengenai potensi bakteri endofit Bacillus 

subtilis dalam menghasilkan enzim protease. 

3. Memberikan informasi tentang konsentrasi substrat dan lama waktu 

inkubasi optimum terhadap aktivitas enzim protease yang dihasilkan 

Bacillus subtilis. 

4. Memberikan informasi untuk penelitian kedepannya, supaya dapat 

lebih mengembangkan potensi bakteri endofit Bacillus subtilis sebagai 

agen mikroorganisme penghasil enzim protease. 
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1.6 Batasan masalah  

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Bakteri Bacillus subtilis diperoleh dari koleksi laboratorium 

mikrobiologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim 

Malang yang diisolasi dari daun kenikir (Cosmos sulphureus). 

2. Variasi perlakuan yang digunakan adalah konsentrasi substrat (0,5%, 

1% , 1,5% dan 2 %) dan lama waktu inkubasi (30 menit, 40 menit dan 

50 menit). 

3. Suhu yang digunakan 550C  

4.  pH yang digunakan yaitu pH 8. 

5. Parameter yang dianalisis adalah aktivitas enzim protease yang 

diproduksi oleh Bacillus subtilis yang ditunjukkan dengan pengukuran 

nilai aktivitas enzim yang dihasilkan (U/ml). 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Bacillus subtilis 

 Genus Bacillus merupakan salah satu dari jenis bakteri yang dapat 

menghasilkan endospora, endospora yang berasal dari genus Bacillus mempunyai 

beberapa bentuk antara lain, ada yang berbentuk bulat, oval, elips atau silinder 

yang biasanya terbentuk di dalam sel vegetatif. Salah satu bentuk yang dapat 

membedakan bacillus dengan bakteri yang lain, yaitu dari bentuk endospora nya. 

Spora Bacillus pertama kali di deskripsikan oleh Cohn pada tahun 1872 dengan 

sebutan Bacillus subtilis yang semula disebut dengan Vibrio subtilis oleh 

Ehrenberg pada tahun 1835 (Gordon,1981).  

 Genus Bacillus dapat menghasilkan enzim dengan aktivitasnya yang tinggi 

kecuali dari spesies B.sereus dan B. anthracis. Mikroba jenis Bacillus mudah 

ditumbuhkan, tidak membutuhkan substrat mahal dan tidak menghasilkan toksik. 

Kemampuan Bacillus juga mampu bertahan dalam kondisi suhu yang tinggi dan 

mempunyai kemampuan dalam memproduksi sejumlah protein eksternal sehingga 

Bacillus banyak digunakan dalam industri (Doi, 1992). 

 Bacillus subtilis termasuk kedalam bakteri gram positif yang mempunyai 

bentuk basil dan termasuk bakteri aerob, oleh karena itu dalam proses fermentasi 

harus diperhatikan kadar oksigen yang dibutukan. Bacillus subtilis dapat 

ditemukan pada tanah, air dan sebagain juga termasuk flora normal yang berada 

pada usus manusia. Karakteristik lain yang  dimiliki oleh genus Bacillus yaitu 

mampu bertahan dalam kondisi lingkungan yang ekstrim dan masih dapat 
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membentuk spora. Bakteri jenis Bacillus mampu tumbuh pada salinitas yang 

ekstrim (Cartwright, 2009). 

 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 2.1 Bacillus subtilis (Kosim, 2010) 

 Bacillus subtilis yang digunakan berasal dari bakteri endofit yang diisolasi 

dari daun kenikir. Bakteri endofit termasuk bakteri yang menumpang pada  

jaringan tanaman tanpa menimbulkan penyakit pada tanaman yang ditumpangi, 

sehingga tanaman yang ditumpangi tidak mengalami kerugian. Diketahui bahwa 

keberadaan bakteri endofit didalam jaringan tanaman dapat berperan dalam 

memperbaiki pertumbuhan tanaman karena mampu menghasilkan hormon yang 
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dapat mempercepat pertumbuhan, memobilisasi fosfat dan memfiksasi nitrogen 

(Backman dan sikora, 2008). 

 Spesies dari Bacillus licheniformis dan Bacillus subtilis dalam beberapa 

tahun terakhir ini telah banyak digunakan dalam bidang mikrobiologi industri, 

alasan dipilihnya dari kedua spesies tersebut yaitu dikarenakan laju pertumbuhan 

nya yang cepat pada saat proses fermentasi, kemudian mampu mensekresikan 

enzim ke medium ekstraseluler dan status keamananya yang GRAS (Generally 

Regarded As Safe) (Schallmey et al., 2004). 

2.2 Enzim Protease  

 Enzim merupakan molekul protein kompleks yang dihasilkan oleh sel 

hidup dan mampu bekerja sebagai katalisator dalam berbagai proses kimia 

didalam tubuh. (Suhartono, 1989). Enzim banyak digunakan dalam dunia industri 

karena mempunyai sifat yang potensial untuk dimanfaatkan, antara lain daya 

katalitiknya yang besar dan spesifitasnya terhadap substrat dari reaksi yang 

dikatalisisnya (Lehningger, 1997). 

 Enzim memiliki kelebihan yaitu sebagai katalisator, diantaranya yaitu 

enzim memiliki spesifitas yang tinggi,  enzim hanya mengkatalis substrat tertentu, 

tidak terbentuknya produk sampingan, mampu mengurangi biaya dalam 

menghasilkan produktifitas yang baru dan produk akhir pada umumnya tidak 

terkontaminasi sehingga dapat mengurangi efek terhadap rusaknya lingkungan. 

Selama ini enzim telah banyak digunakan, antara lain pada bidang industri 

pangan, maupun industri non pangan. Dalam bidang pangan enzim yang sering 

digunakan yaitu amilase, invertase, glukosa-isomerase, papain dan bromelin, 
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sedangkan enzim yang sering digunakan dalam bidang kesehataan yaitu amilase, 

lipase dan protease (Boyer, 1971). 

 Enzim protase termasuk enzim yang dapat pemecahan protein menjadi 

ikatan yang lebih sederhana atau yang sering disebut dengan oligopeptida. Enzim 

protease dapat mengkatalis reaksi-reaksi hidrolisis, yaitu reaksi yang melibatkan 

unsur air pada ikatan spesifik subsrat. Protease juga termasuk enzim proteolitik 

yang  sangat kompleks, enzim protease dihasilkan secara eksktraseluler oleh suatu 

mikroorganisme dan berperan penting dalam metabolisme sel (Ward, 1983). 

Enzim protease dihasilkan secara ekstraseluler, sebagian besar berperan dalam 

hidrolisis substrat polipeptida besar (Rao at al.,1998). 

 Protease tidak hanya dihasilkan oleh bakteri tetapi hewan dan tumbuhan 

juga mampu menghasilkan enzim protease. Penggunaan tumbuhan sebagai 

sumber penghasil protease masih dibatasi hal ini dikarenakan masih terbatasnya 

lahan tanaman dan membutuhkan waktu yang lama untuk memproduksi enzim 

protease. Produksi protease yang dihasilkan dari hewan juga masih dibatasi, 

karena ketersediaannya hewan ternak yang dapat menghasilkan enzim masih 

terbatas, kemudian juga membutuhkan biaya yang cukup tinggi untuk perawatan 

ternak tersebut. Mikroorganisme merupakan salah satu sumber enzim yang paling 

banyak digunakan, hal ini dikarenakan enzim yang berasal dari bakteri lebih 

menguntungkan, mikroorganisme dapat tumbuh dalam waktu 24 jam, kemudian 

mampu tumbuh pada substrat yang murah, mudah ditingkatkan hasilnya dengan 

pengaturan kondisi pertumbuhan dan mudah untuk direkayasa genetik nya (Rao, 

1998).  
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Gambar 2.2 Mekanisme Umum Hidrolisis Enzimatik Substrat Peptida (Moran et 

al, 1994).  

 Hidrolisis ikatan peptida merupakan reaksi penambahan dan penghilangan, 

dimana protease yang bertindak sebagai nukleofilik, kemudian berinteraksi 

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

nukleofilik akan berubah menjadi intermediate tetrahedral dengan atom karbonil 

pada ikatan peptida, kemudian satu gugus amina dikeluarkan dari sisi aktifnya,  

dan diganti dengan satu molekul air. Pada protease jenis tertentu, adisi enzim-asil 

dapat dibentuk, seperti pada gambar 2.2 intermediat tetrahedral yang terakhirnya 
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akan  menghasilkan produk karboksilat, proton dan enzim bebas yang dapat 

diregenerasi (Moran et al., 1994). 

 Palmer (1991) menjelaskan berdasarkan cara kerjanya, protease  dibagi 

menjadi dua, yang pertama yaitu proteolisis terbatas yaitu proteolisis yang dapat 

memecah satu ikatan peptida yang berada dalam protein target, kemudian yang 

kedua yaitu proteolisis tak terbatas yaitu proteolisis yang dapat mendegradasi 

protein menjadi asam amino berdasarkan penyusunnya. berdasarkan letak 

pemutusan ikatan peptida, enzim protease dibedakan menjadi menjadi dua bagian, 

yaitu endopeptida atau proteinase (EC 3,4,21-99) dan eksopeptidase (EC 3.4.11-

21). Endopeptidase dapat memutuskan ikatan peptida yang berada didalam rantai 

protein dan dapat menghasilkan peptida dan polipeptida, sedangkan eksopeptidase 

dapat menguraikan protein yang berada di bagian ujung rantai kemudian 

menghasilkan satu asam amino dan sisa peptida. 

Protease merupakan enzim yang sangat selektif untuk menghidrolisis 

ikatan peptida yang terkandung dalam substrat. Ada 2 jenis pembagian enzim 

protease, yaitu protease yang dapat memotong bagian ujung substrat yang disebut 

dengan eksopeptidase, kemudian yang dapat memotong ikatan peptida pada 

bagian tengah disebut dengan endopeptidase.Protease dapat dikalsifikasikan 

berdasarkan pH asam, netral dan basa (Susanti, 2017). 

 Protease dibagi menjadi empat bagian berdasarkan penyusunnya, antara 

lain  (Whittaker, 1994 dan Rao, et al., 1998) : 

a) Protease serin merupakan kelompok enzim yang memiliki serin di sisi 

aktif nya. Protease serin memiliki meknisme katalitik yang ditandai 
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dengan residu reaktif tertentu. Protease serin dapat aktif pada pH netral 

sekitar 7,0 dan pH basa sekitar 11,0 (Susanti, 2003). Contoh protease serin 

adalah tripsin, kimotripsin dan elastase (Fersht, 1985). 

b) Protease sistein dapat bekerja optimal pada pH netral. Enzim ini dapat 

diproduksi oleh hampir semua organimse hidup. Secara umum protease 

sistein hanya dapat bekerja ketika terdapat reduktor yaitu HCN atau sistein 

(Susanti, 2017 ) 

c) Protease aspartat juga merupakan protease asam, protease jenis ini dapat 

bekerja secara optimum pada pH rendah, aktivitas katalitik protease 

aspartat bergantung pada residu asam aspartat itu sendiri. Protease aspartat 

dapat dihambat oleh pepstatin. Protease jenis ini mempunyai residu 

terhadap asam amino aromatik. Contoh enzim ini adalah kelompok pepsin 

yang meliputi enzim-enzim pencernaan seperti pepsin, kimosin dan renin 

(Ward, 1985). 

d) Metalloprotease merupakan enzim yang memerlukan kation divalen.dalam 

mekanisme katalitik enzim protease jenis ini memerlukan logam jenis 

Zn2+ sebagai kivaktornya (Sadikin, 2002). kelompok metaloprotease Zn, 

merupakan salah satu kelompok protease yang sering ditemukan pada 

bakteri dan jamur. 

Protease merupakan enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang 

umunya dipakai dalam bidang industri. Beberapa kelebihan yang didapatkan 

dalam memanfaatkan bakteri sebagai penghasil enzim protease yaitu dapat 

diproduksi dengan mudah pada skala yang besar, waktu produksi yang dibutuhkan 
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dalam meghasilkan enzim relatif cepat dan dapat dikembangkan secara 

berkelanjutan dan biaya yang dibutuhkan hanya sedikit (Thomas, 1984). Selain itu 

mikroorganisme juga mudah tumbuh dengan menggunakan substrat yang murah 

(Whittaker, 1894). 

Keberadaan mikroorganisme yang dapat menghasilkan enzim merupakan 

salah satu tanda kebesaran Allah SWT bagi manusia yang mau berfikir. Al-Qur’an 

telah menjelaskan dalam surat Al-Baqarah [2] ayat 164 yang berbunyi :  

تِ وَٱلْأَرْضِ وَٱخْتِلََٰفِ ٱلا يْلِ وَٱلن ا هَارِ  وَٱلْفُلْكِ ٱلا  تِِى  جَْْرىِ ىِ  ٱلْبَحْ رِ بِاَ ينَفَ عُ ٱلنا اسَ  وََٰ إِنا  ىِ  خَلْقِ ٱلسا مََٰ
وَمَ آ أنَزَلَ  ٱللا هُ  مِنَ  ٱلسا مَآءِ  مِنَ  ما آءٍ  فَأَحْيَا بهِِ  ٱلْأَرْضَ  بَ عْدَ  مَوْتِِاَ وَبَ ثا   فِيهَا مِ ن كُلِّ دَ آبا ةٍ  وَتَصْريِْ فِ  

ٱلرِّيََٰحِ  وَٱلسا حَابِ  ٱلْمُسَخا رِ  بَ يْنَ  ٱلسا مَآءِ  وَٱلْأَرْضِ  لَءَايََٰتٍ  لِّقَوْمٍ  يَ عْ قِلُ ونَ                                
       
 

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

malam dan siang, bahtera yang berlayar dilaut membawa apa yang 

berguna bagi manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit 

berupa air, lalu dengan air itu dihidupkan-Nya bumi sesudah mati 

(kering), dan Dia sebarkan dibumi itu segala jenis hewan, dan 

pengisaran angin dan awan yang dikendalikan antara kangit dan 

bumi, sungguh (terdapat) tanda-tanda (kebesaan dan kebesaran 

Allah) bagi kaum yang memikirkannya” (Q.S Al-Baqarah: 164) 

 

Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah SWT telah mencipataka segala 

sesuatu yang bermanfaat bagi makhluk-Nya, dan Allah SWT juga menyebarkan 

segala macam hewan di muka bumi sebagai tanda-tanda kebesaran-Nya bagi 

manusia yang mau berfikir untuk memanfaatkannya. Dimana manfaat itu bisa 

dicari oleh manusia, antara lain yang dapat dimanfaatkan oleh manusia yaitu 

enzim. Enzim baik digunakan untuk proses metabolisme dalam tubuh maupun 

luar tubuh. Salah satu enzim yang sering digunakan yaitu enzim protease yang 

dihasilkan oleh bakteri yang merupakan suatu tanda kebesaran Allah yang dapat 
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dimanfaatkan oleh umat manusia untuk memenuhi kebutuhan hidupnya serta 

dapat meringankan beban umat manusia yang dapat dimanfaatkan dalam bidang 

industri. 

 

Berdasarkan Kitab Tafsir Ibnu Katsir (2013) bahwa segala sesuatu yang 

Allah SWT turunkan ke bumi merupakan pembuktian tentang keberadaan sang 

Pencipta. Allah SWT sebarkan dibumi segala jenis hewan dengan bermacam-

macam bantuk, warna, dan manfaat.  

 

Contoh mikroba yang dapat menghasilkan suatu enzim yang dapat 

digunakan untuk bahan pangan dan bahan industri yaitu Aspergillus niger, 

A.oriza, A.awamori, Mucor miehei, Bacillus subtilis, B.licheniformis, dan  

Saccaromyces cereviceae (Nagodawithana dan reed, 1993). Dari spesies diatas 

telah banyak dimanfaatkan dalam bidang industri, bahkan saat ini telah banyak 

dilakukan mutasi gen untuk mendapat enzim yang sesuai dan dilakukan seleksi 

mikroba untuk menghasilkan enzim yang lebih baik lagi (Chaplin dan Bucke, 

1990). 

Efektivitas kerja enzim protease terhadap protein dapat ditentukan oleh 

beberapa struktur protein itu sendiri atas : 1) struktur primer yang merupakan 

suatu deretan asam amino pada protein, 2) Struktur skunder merupakan derajat 

yang dapat membentuk struktur sulur alfa dan beta, serta struktur acak, 3) struktur 

tersier, interaksi antar gugus alkil (R) satu sama lain, 4) struktur kuarterner 

merupakan asosiasi antar sub unit molekul protein (Suhartono, 1989). 

2.3 Aplikasi Enzim Protease 

 Protease merupakan suatu enzim yang dihasilkan oleh suatu bakteri yang 

memiliki nilai ekonomis tinggi karena dapat digunakan untuk berbagai macam 
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produk. Enzim ini berperan penting dalam industri makanan (Saefudin, 2006). 

Oleh sebab itu tidak bisa dipungkiri bahwa protease yang dibutuhkan dalam 

bidang industri mencapai 60% dari total enzim yang diperjual belikan didunia 

(Ward, 1985). 

 

1) Industri detergen 

Enzim protease dapat digunakan pada detergen dengan beberapa 

syarat, antara lain harus memiliki karakteristik yang sesuai untuk 

pembuatan detergen, antara lain pH yang digunakan harus pH basa, suhu 

yang digunakan harus sesuai, tahan terhadap senyawa pengoksidasi dari 

pengkeat, serta memiliki spesifitas yang luas dan memperoduksi detergen 

tersebut (Ward,1983). Menurut Sulistyo (1999) protease merupakan enzim 

utama yang digunakan dalam deterjen. Enzim ini berfungsi untuk 

menghidrolisa noda protein pada baju yang terkena noda seprti darah dan 

keringat. 

2) Industri kulit 

Enzim protease digunakan dalam industri kulit dikarenakan enzim 

protease dapat membantu untuk menghilangkan bulu yang masih 

menempel pada kulit serta mampu menghidrolisis sebagian protein yang 

terdapaat dalam kulit sehingga tekstur kulit yang awalnya keras menjadi 

lunak dan mampu mengurangi pereaksi sulfida, sehingga dapat mengurai 

limbah bersulfur (Suhartono, 1989). 

3) Industri kue  
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Enzim protease dalam industri kue digunakan untuk mempercepat 

waktu pengembangan, hal ini dikarenakan enzim protease dapat 

menghidrolisis ikatan peptida pada interior gluten. Enzim protease mampu 

melepaskan asam amino dari gluten yang bereaksi dengan gula selama 

pembakaran roti berlangsung, sehingga roti yang dibakar  menimbulkan 

aroma yang diinginkan serta warna yang muncul dapat sesuai dengan 

keinginan (Suhartono, 1989). 

4) Industri keju 

Protease juga digunakan dalam industri keju, hal ini dikarenakan 

enzim protease dapat digunakan untuk menggumpalkan susu, yaitu dengan 

proses yang pertama menghilangkan air, laktosa serta beberapa mineral 

dari susu (Suhartono, 1989). 

5) Industri bir 

Enzim protease digunakan untuk proses pembuatan bir yang 

berfungsi untuk mendegradasi molekul gluten untuk mengurangi 

kandungan gluten bir yang terbuat dari barley, sementara yang tidak 

menggunakan barley enzim digunakan untuk mengubah pati menjadi gula 

(Morgan, 2013). 

6) Industri daging 

Daging sendiri merupakan kumpulan dari jaringan otot dan ikat 

yang terdiri atas protein-protein. Protein sendiri merupakan gabungan dari 

banyak asam amino dan dihubungkan dengan rantai peptida untuk 

membuat molekul yang lebih besar, sehingga untuk melunakkan daging 
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dibutukan enzim protease, karena enzimprotease mampu memecah protein 

menjadi molekul yang lebih sederhana. Seperti contoh buah nanas yang 

mampu melunakkan daging, hal ini dikarenakan didalam buah nanas 

terdapat enzim protease (Indrawan, 2015). 

 

2.4 Faktor yang Mempengaruhi Kerja Enzim 

 Seperti halnnya dengan protein yang lainnya, aktivitas enzim juga 

dipengaruhi oleh beberapa kondisi, antara lain kondisi lingkubgan. Kondisi 

lingkungan yang  tidak sesuai dapat mempengaruhi hasil enzim, sehingga enzim 

yang dihasilkan kurang optimal dan kerja enzim dapat terganggu. Beberapa faktor 

yang dapat mempengaruhi aktivitas kerja enzim antara lain konsentrasi dan jenis 

substrat yang digunakan, pH yang sesuai, suhu, serta senyawa aktifator dan 

inhibitor (Hames dan hooper, 2005). Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi 

aktivitas kerja enzim, antara lain :   

1) Suhu  

 Enzim memiliki rentang suhu tertentu untuk dapat bekerja dengan 

optimal. Suhu dapat mempengaruhi aktivitas suatu enzim. Pada suhu 

rendah enzim dapat menurunkan aktivitasnya dan reaksinya menjadi 

lambat, sedangkan pada suhu tinggi aktivitas enzim akan meningkat, 

sehingga reaksi enzimatis akan mencapai optimum.  

 Kenaikan suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan penurunan 

reaksi enzimatis (Wuryanti, 2004). Bahkan dapat menghentikan reaksi 

tersebut. Hal ini dikarenakan suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan 
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kerusakan enzim baik secara keseluruhan maupun sebagian, terutama sisi 

aktifitasnya. Pada suhu 00C enzim tidak bisa aktif, tetapi enzim bisa aktif  

ketika suhu telah kembali normal (Lehninger, 1997). 

 Peningkatan suhu dapat mempengaruhi energi kinetik molekul 

sehingga terjadi kontak antara substrat dan enzim dan mampu 

menghasilkan aktifitas yang lebih tinggi (Suhartono, 1989). Tetapi jika 

suhu yang digunakan terlalu tinggi maka protein dalam enzim akan 

terdenaturasi (Martin, et all., 1983). Utarti, et all., (2009) menjelaskan 

bahwa aktivitas protease yang berasal dari strain bacillus sp 31 meningkat 

secara optimum  pada suhu 600C sebanyak 146,40 U/ml selanjutnya pada 

suhu 700C dan 800C aktivitas menjadi menurun dengan nilai aktivitas 

sebesar 127,70 U/ml dan 80,30U/ml, selain perubahan pH dapat perubahan 

pada reaksi yang dikatalis oleh enzim (Murray et all., 2003). 

2) Konsentrasi Substrat 

Aktivitas kerja suatu enzim dipengaruhi oleh konsentrasi substrat 

yang tersedia, jika konsentrasi substrat yang digunakan sesuai maka dapat 

meningkatkan kecepatan reaksi, dan ketika jumlah konsentrasi substrat 

yang digunakan terlalu banyak maka dapat mengurangi kecepatan reaksi 

enzimatis, hal ini dikarenakan sisi aktif enzim telah jenuh (Fifendi, 2017). 

Konsentrasi substrat yang digunakan untuk pertumbuhan 

mikroorganisme harus seimbangan. Keseimbangan yang terjadi antara 

substrat dan enzim dapat menunjukkan bahwa Allah SWT mencipatakan 

segala sesuatu dialam dengan keadaan yang seimbang. Konsep 

keseimbangan yang terjadi di alam semesta telah dijelaskan oleh Allah 

SWT dalam Al-Qur’an surat Al-Mulk [67] ayat 3, yang berbunyi : 
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تٍ طِبَاقاا  وُتٍ  ما ا تَ رَىَٰ ىِ  خَلْقِ ٱلرا حْمََٰنِ مِن ۚ  ٱلا ذِى خَلَقَ سَبْعَ سَََٰوََٰ  فٱَرْجِعِ ٱلْبَصَرَ هَلْ  ۚ  تَ فََٰ
  تَ رَىَٰ مِن فُطوُرٍ                                                         

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?”  

 

Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah SWT telah menciptakan 

segala sesuatu secara seimbang. Hal ini sesuai dengan Al-Mahalli dan As-

Suyuti (2008) yang mengatakan bahwa tidak ada satu pun yang diciptakan 

oleh Allah SWT di alam semesta ini dalam keadaan yang tidak seimbang.  

 

Hal ini terjadi pada keseimbangan pada substrat yang digunakan 

untuk pertumbuhan bakteri untuk menghasilkan suatu enzim yang dapat 

digunakan untuk meringankan beban hidup manusia. Keseimbangan 

substrat akan mempengaruhi laju reaksi, dimana aktivitas enzim 

dipengaruhi oleh jumlah substrat yang tersedia. Karena semakin banyak 

jumlah substrat yang tersedia, maka semakin banyak pula substrat yang 

menempati sisi aktif enzim. Apabila jumlah substrat yang digunkan terlalu 

banyak makan enzim akan mengalami kejenuhan. 

3) pH 

pH termasuk dalam faktor yang dapat mempengaruhi aktivitas 

suatu enzim dan struktur enzim (Nelson dan Cox, 2005). Karakteristik pH 

dapat menunjukkan aktivitas katalitik maksimum yang biasanya disebut 

dengan pH maksimum. Perubahan pH yang ekstrim dapat menyebabkan 

protein terdenaturasi (Murray et all., 2003). pH optimum yang dibutuhkan 

oleh  genus Bacillus sp untuk menghasilkan enzim protease ekstraseluler 

bervariasi yaitu antara pH 8-10 (Soeka dan Sulityani, 2014). 
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Strukur ion pada enzim bergantung pada pH  lingkungan, karena 

enzim dapat membentuk ion positif dan ion negatif atau bermuatan ganda 

(Zwitter ion). pH rendah atau pH tinggi dapat menurunkan efektivitas 

suatu enzim, oleh karena itu enzim  mempunyai pH optimum yang tidak 

sama bergantung dengan substrat dan spesies mikroorganisme yang 

digunakan (Poedjiadi dan Supriyanti, 1994). 

4) Ada tidaknya aktivator dan inhibitor  

Kecepatan laju reaksi enzimatis dapat dipengaruhi oleh keberadaan 

ion logam (Suhartono, 1989). Fungsi ion logam dalam aktivitas enzim 

yaitu  sebagai aktivator maupun inhibitor. Sejumlah enzim membutuhkan 

suatu komponen lain yang berfungsi sebagai katalis. Komponen ini dapat 

berupa ion-ion anorganik seperti Zn, Fe, Ca, Mn, Cu, Mg atau dapat pula 

sebagai molekul organik kompleks yang disebut dengan koenzim 

(Martoharsono, 1997). Aktivator umunya berupa ion-ion logam yang dapat 

berikatan dan mudah terlepas dari enzim. Contoh aktivator logam adalah 

K+,Mn+, Mg+, Cu+ atau Zn+ (Poedjiadi dan Supriyanti, 1994). Mekanisme 

ion logam dapat memperbesar aktivitas enzim yaitu menjadi bagian 

integral dari sisi aktif, merubah konstanta kesetimbangan dari reaksi 

enzimatis dan dapat merubah muatan listrik (Richartdson, 1985). Inhibitor 

merupakan suatu zat kimia tertentu yang dapat menghambat aktivitas kerja 

enzim. Umumnya inhibitor bekerja dengan menyerang sisi aktif enzim 

sehingga enzim tidak dapat berikatan dengan substrat yang membuat 

fungsi katalitiknya terganggu (Winarno, 1989). 
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5) Waktu Inkubasi 

Lama waktu inkubasi yang untuk setiap mikroorganisme 

menghasilkan suatu enzim membutuhkan waktu yang berbeda-beda. Pada 

umumnya waktu untuk memproduksi enzim optimal terjadi pada fase 

logaritmik atau eksponensial (Brock, et al., 2004). Pertumbuhan 

mikroorganisme dapat berpengaruh terhadap produksi enzim, dikarenaka 

mikroba dapat menghasilkan enzim pada fase tertentu. Sedangkan 

produksi enzim dapat menurun, hal ini dikarenakan oleh pertumbuhan sel 

mikroorganisme yang mengalami penurunan ketika nutrisi yang berada 

didalam substrat telah habis, dikarenakan waktu inkubaasi terlalu lama. 

(Agustine, 2005). 

2.5 Kurva Pertumbuhan Bakteri  

Kurva pertumbuhan mikroba merupakan suatu gambaran  sejak awal masa 

pertumbuhan dan perkembangan sampai berhentinya  masa pertumbuhan mikroba 

tersebut. Kurva ini terbagi kedalam beberapa fase yaitu fase adaptasi, fase lag,  

fase stasioner dan fasse kematian (Waluyo, 2007). 

                                 

GAMBAR 2.3 kurva pertumbuhan bakteri (Volk and Wheeler 1988). 
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 Kurva pertumbuhan pada mikroorganisme dimulai dari fase awal (lag), 

fase lag merupakan fase penyesuaian diri mikroba terhadap lingkungannya, fase 

ini berkisar antara satu jam hingga beberapa hari. Pada fase ini mikroorganisme 

beradaptasi dengan lingkuang dan belum mampu untuk menggandakan 

pembiakan. Setelah melewati fase lag mikroba mulai terjadi reproduksi seluler, 

mula-mula pertumbuhan secara perlahan kemudian semakin lama akan 

mengalami pertumbuhan yang sangat cepat, hal ini dikarenakan mikroba telah 

menyesuaikan diri dengan substrat dan nutrisi yang terkandung masih banyak, 

sehingga pertumbuhan mikroba berlangsung cepat dan fase ini disebut dengan 

fase logatritmik atau eksponensial (Putranto, 2006). 

 Fase ketiga merupakan fase stasioner, fase ini merupakan fase 

pertumbuahan mikroorganisme yang stabil dengan laju pertumbuhan yang 

spesifik (μ) konstan, sehingga dalam kurva pertumbuhan bakteri terlihat garis 

lurus  (Panji, et al., 2002). Setelah melewati fase stasioner bakteri mengalami 

pertumbuhan yang konstan, setalah nutrisi yang terkandung dalam substrat yang 

digunakan mikroba telah habis maka pertumbuhan nya akan menurun. Fase 

kematian ditandai oleh menurunnya pertumbuhan mikroorganisme, pada fase ini 

laju kemtian lebih tinggi dibandingkan dengan laju pertumbuhan. Hal ini 

dikarenakan jumlah nutrisi telah habis (Mangunwidjaja dan Suryani, 1994). 

Enzim dapat diproduksi secara efektif yaitu ketika pertumbuhan bakteri pada fase 

eksponensial. Pada saat mikroba memasuki masa eksponensial mikroba sangat 

aktif dalam mensintesis enzim untuk keberlangsungan hidupnya. 

(Sulistyaningtyas, et all., 2013). Waktu optimum untuk memproduksi enzim 
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protease adalah saat akhir fase eksponensial atau saat akan memasuki fase 

stasioner (Ferdian, 2006). 

Faktor utama yang harus diperhatikan pada saat proses fermentasi suatu 

enzim yaitu melakukan seleksi mikroba terlebih dahulu untuk mendapakan 

spesies mikroba yang sesuai, kondisi fermentasi dan siklus pertumbuhan harus 

diperhatikan. Seleksi mikroba harus dilakukan terlebih dahulu, sehingga mikroba 

dapat cepat tumbuh dan digunakan untuk menghasilkan enzim dalam jumlah yang 

cukup besar. Kondisi yang harus diperhatikan pada saat fermentasi yaitu pH, 

suhu, transfer oksigen dan nutrien yang terkandung dalam substrat yang 

dibutuhkan oleh suatu mikroba untuk menghasilkan enzim yang sesuai, khususnya 

substrat yang banyak mengandung karbon, nitrogen, fosfor, belerang dan garam-

garam mineral.  

Aunstrup (1979) menjelaskan untuk menghasilkan enzim protease harus 

memperhatikan beberapa hal yaitu, yang pertama seleksi mikroorganisme atau 

seleksi galaur dan kondisi lingkungan yang akan digunakan. Seleksi galur yang 

dimaksud yaitu untuk mendapatkan galur yang sesuai untuk menghasilkan enzim 

protease yang tinggi, sedangkan kondisi lingkungan dilakukan untuk 

mengoptimalkan pertumbuhan mikroorganisme untuk menghasilkan enzsim 

protease. Menurut Ward (1983), faktor-faktor yang dapat mempemgaruhi 

pertumbuhan mikroba dalam menghasilkan enzim yaitu pH, komposisi media 

yang digunakan, kondisi aerob atau anaerob. 

Untuk mengetahui banyak nya sel mikrobayang berada didalam media, 

maka dilakukan pengukuran kekeruhan terhadapa media pertumbuhan. Kekruhan 
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dapat terjadi ketika mikroorganisme mengalami pertumbuhan dan mensekresikan 

enzim kedalam media yang telah disediakan. Kekeruhan dalam media dapat 

diukur  menggunakan turbidisitas pada medium dengan panjang gelombang 

tertentu. Absorbansi yang terukur tidak hanya mengukur jumlah sel hidup, tetapi 

sel yang mati juga ikut terukur (Susanti dan Ariani, 2003). 

 Pertumbuhan mikroorganisme dapat diketahui dari bertambahnya jumlah 

sel  (berat kering sel). Pada dasrnya mikroba dapat membelah dari satu sel 

menjadi dua sel dan kelipatan selanjutnya, sehingga pertumbuhan dapat diukur 

dari bertambah nya jumlah sel. Pertumbuhan suatu mikroorganisme yang satu 

dengaan mikroorganisme yang lain selalu berbeda, ada yang membutuhkan waktu 

hanya beberapa menit sampai beberapa jam bergantung kecepatan pertumbuhan 

suatu mikroba tersebut. Kecepatan pertumbuhan sendiri merupakan perubahan 

jumlah massa sel per unit satuan waktu (Sumarsih, 2003). 

 Bakteri mampu bertahan hidup yaitu dengan cara menghidrolisis suatu 

substrat yang mengandung protein untuk memenuhi kebutuhan nutrisi dalam 

mempertahankan kelangsungan hidupnya. Bacillus subtilis merupakan suatu 

bakteri yang mampu menghasilkan enzim protease, enzim protease mampu 

memecah protein menjadi asam amino. Enzim protease merupan salah satu bentuk 

rezeki yang diberikan oleh Allah SWT untuk makhluknyaa melalui suatu bakteri 

yaitu bacillus subtilis yang mana enzim protease sangat dibutuhkan dalam 

metabolisme tubuh makhluk hidup yang berguna sebagai biokatalisator dalam 

memecah protein menjadi senyawa yang lebih sederhana. Allah SWT telah 

menjelaskan dalam Al-Qur’an bahwa Allah SWT telah menjamin rizki seluruh 
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makhluknya yang ada dibumi, sebagaimana dalam Al-Qur’an surat Hud [11] ayat 

6 yang berbunyi : 

 كُل   ۚ   وَمُسْتَ وْدَعَهَا تَ قَرا هَامُسْ  وَيَ عْلَمُ  رزِْقُ هَا ٱللا هِ  عَلَى إِلاا   ٱلْأَرْضِ  ىِ   با ةٍ آوَمَا مِن دَ           
مُّبِينٍ  كِتََٰبٍ  ىِ    

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

yang memberi rezekinya, dan dia mengetahui tempat berdiam binatang itu dan 

tempat penyimpanannya. Semua tertulis dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfudz)” 

(QS.AL-Hud:6). 

 

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

memberi dan menjamin rezki 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. 

 

 Kehidupan seluruh makhluk dimuka bumi telah ditentukan oleh takdir 

Allah SWT. Oleh karena itu tidak satupun makhluk ciptaan-Nya yang terlupakan. 

Seperti bakteri Bacillus subtilis yang diciptakan Allah SWT dengan memiliki 

kemampuan yaitu dapat menghidrolisi protein yang berada didalam substrat yang 

digunakan untuk kelangsungan hidupnya.  

2.6 Pengujian Aktivitas Protease 

 Aktivitas enzim protease dapat diukur dengan menggunakan metode 

Bregmeyer dan Grassal (1983). Dalam metode ini substrat yang digunakan yaitu 

kasein. Kasein dapat dihidrolisis oleh protease dengan bantuan air yang akan 

diubah menjadi peptida dan asam amino. Allah berfirman dalam Al-Qur’an surat 

Adz-Dzariyaat (51) ayat 49 yang berbunyi : 

 وَمِنْ كُلِّ شَيْءٍ خَلَقْنَا زَوْجَيْنِ لَعَلا كُمْ تَذكَا رُ وْنَ           

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

mengingatkan kebesaran Allah“. 
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 Ibnu katsir (2003) dalam tafsirnya menjelaskan bahwa seluruh makhluk 

telah diciptakan berpasang-pasangan, antara lain terdapat langit dan bumi, 

terjadinya siang dan malam, matahari dan bulan, darat dan lautan, terang dan 

gelap, iman dan kufur, kematian dan kehidupan, kesengsaraan dan kebahagian, 

dan begitu pula terdapat surga dan neraka. 

 

 Allah SWT menciptakan segala sesuatu secara berpasang-pasangan. 

Seperti halnya dengan diciptakan nya laki-laki dengan perempuan, siang dengan 

malam, begitupun dengan rasa yaitu manis dengan pahit. Begitupun dengan 

enzim, enzim diciptakan oleh Allah SWT dengan pasangannya yaitu substrat, hal 

ini dikarenakan jika suatu bakteri tidak sesuai dengan substrat yang digunakan 

maka tidak akan menghasilkan enzim yang diharapkan, sehingga untuk 

mendapatkan enzim yang sesuai maka harus menggunakan substrat yang sesuai 

(Pelczar dan Chan, 1988). 

 Kasein merupakan suatu protein yang terdapat dalam susu yang memiliki 

susunan asam amino yang terdiri dari Arginin (Arg) – Tirosin (Try) – Leusin 

(Leu) – Glisin (Gly) – Tirosin (Try) – Leusin (Leu) – Asam Glutamat (Glu) 

Gambar (2.4) (Panic, 2017).  

              

Aktivitas protease ditentukan dengan mengukur kadar asam amino sebagai 

produk hidrolisis protein dalam susu skim oleh enzim protease (Soeka dan 

sulistyani, 2014). Aktivitas protease diukur dengan mengikuti metode Bergmeyer 

dan grassl (1983) seperti tabel dibawa ini : 

Gambar 2.4   Struktur Kasein (Panic, 2017)   
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Prinsip kerja dari metode Bergmeyer dan Grassl (1983) yaitu pengukuran 

asam amino tirosin yang telah terhidrolisis dan dipisahkan dari substratnya. Pada 

mulanya enzim mampu memecah substrat kasein menggunakan bantuan air 

sehingga menjadi asam amino dan peptida, kemudian laju pembentukan peptida 

akan menjadi tolak ukur terhadap aktivitas katalis protease. Selanjutnya, kasein 

yag telah terhidrolisis menghasilkan asam amino, selanjutnya ditambahkan TCA  

(Trichloroaceticacid). Penambahan TCA berfungsi untuk menginaktifkan 

protease pada saat waktu inkubasi protase. Kemudian dilakukan sentifugasi 

dengan kecepatan 4000 rpm untuk memisahkan asam amino dan peptida yang 

mengendap dengan substat terbentuk selama waktu inkubasi berlangsung. Setelah 

itu ditambahkan larutan tirosin, kemudian tirosin yang larut dalam filtrat akan 

bereaksi dengan reagen Folin Ciocalteu dan  menghasilkan warna biru. Untuk 

mendapatkan pH sekitar 11,5 maka ditambahkan Na2CO3 berfungsi untuk 

merubah pH menjadi optimum sehingga menghasilkan intensitas warna biru 

kemudian dapat diukur serapannya dengan menggunakan panjang gelombang 578 

nm. Besarnya serapan ini berbanding lurus dengan konsentrasi protein yang 

terhidrolisis. Satuan aktivitas protease adalah unit. Poedjiadi (2012) menjelaskan 

bahwa Satuan unit protease (U) didefinisikan sebagai banyaknya ml enzim yang 

dibutuhkan untuk menghasilkan 1 mol tirosin tiap menit. Tirosin merupakan 

molekul asam amino yang mempunyai gugus fenol dan bersifat asam lemah. 

Tirosin digunakan sebagai larutan standar untuk  menguji aktivitas protease dan 

untuk mengukur aktivitas protease dalam memecah protein menjadi asam amino 

(Sulastri, 2008). 
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Prinsip kerja metode Bergmeyer dan Grassl (1983) yaitu kasein yang 

berfungsi sebagai substrat akan dihidrolisis oleh protease dengan bantuan air 

menjadi peptida dan asam amino dengan rumus reaksi seperti dibawah ini : 

   Kasein                   Peptida + asam amino  

     Protease  

 

Aktifitas protease dihitung dalam satuan PU (Protease Unit) per ml extrak enzim. 

   PU =
𝐴𝑠𝑝−𝐴𝑏𝑙 

𝐴𝑠𝑖−𝐴𝑏𝑙
x P x 1/T 

Keterangan :  

PU : Unit Aktivitas Protease (Unit/ml) 

Asp : Nilai Absorbansi Sampel 

Ast : Nilai Absorbansi Standar 

Abl : Nilai Absorbansi Blangko  

P : Faktor Pengenceran 

T : Waktu (Menit) 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1. Rancangan penelitian  

Rancangan penelitian pada penelitian kali ini yaitu dengan menggunakan  

Rancangan Acak Lengkap (RAL). Penelitian ini terdiri dari 2 faktor perlakuan 

dengan 3 kali ulangan. Faktor pertama yang digunakan adalah konsentrasi substrat 

Kasein yang terdiri dari 3 konsentrasi yang berbeda yaitu  (0,5%, 1%, 1,5% dan 

2%) dan faktor kedua yaitu Lama waktu inkubasi yang dilakukan selama (30 

menit, 40 menit dan 50 menit). 

a. Faktor Pertama : konsentrasi substrat  

K1 : Konsentrasi substrat 0,5 % 

K2 : Konsentrasi substrat 1 % 

K3 : Konsentrasi substrat 1,5 % 

K4 : Konsentrasi substrat 2 % 

b. Faktor Kedua : Lama waktu inkubasi 

L1 : Lama waktu inkubasi 30 menit 

L2 : Lama waktu inkubasi 40 menit 

L3 : Lama waktu inkubasi 50 menit 
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Berdasarkan kedua faktor yang digunakan dalam penelitian kali 

ini, maka diperoleh kombinasi perlakuan sebagai berikut :  

           Konsentasi substrat(K) 

 

Lama inkubasi (L) 

0,5 % 1 % 1,5 % 2 % 

30 menit  K1L1 K2L1 K3L1 K4L1 

40 menit K1L2 K2L2 K3L2 K4L2 

50 menit K1L3 K2L3 K3L3 K4L3 

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 dilaksanakan pada bulan Juni - Agustus  2018 di 

Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Genetika Jurusan Biologi 

Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik 

Ibrahim Malang. 

3.3. Variabel Penelitian 

Variabel yang digunakan dalam penelitian kali ini yaitu sebagai berikut  : 

3.3.1 Variabel Bebas 
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Variabel bebas dalam penelitian kali ini yaitu perlakuan 

konsentrasi substrat (0,5%, 1%, 1,5% dan 2%) dan lama waktu inkubasi 

(30 menit, 40 menit dan 50 menit). 

3.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian kali ini adalah pengukuran 

aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis.   

3.4. Alat dan Bahan 

3.4.1 Alat 

 Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu tabung reaksi, rak tabung, 

cawan petri, pipet, erlenmeyer, gelas ukur, beaker glass, vortex mixer, shaker 

inkubator, spatula, sentrifuse, autoklaf, timbangan analitic, jarum ose, hot 

plate, mikropipet, bunsen, inkubator, sentifuse, spektrofotometer dan LAF. 

3.4.2 bahan 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian kali ini yaitu Aquades,NA 

(Nutrien Agar), media selektif susu skim agar (SMA), larutan TCA 0,1 mol/L, 

Tyrosin standart 5 mmol/L, Na2CO3 0,4 mol/L, pereaksi Folin Ciocalteau, 

buffer Borat 0,01M (pH 8), CaCl2 12 mmol/L, alumunium Foil, Na2CO3 (0,4 

M) dan ekstrak enzim protease. 

3.5. Prosedur penelitian 

3.5.1 Pembuatan media 

3.5.1.1 Pembuatan media Agar Nutrien (NA) 

Sebanyak 10 g NA bubuk dilarutkan dalam 500 ml aquades dan 

dihomogenkan diatas hot plate dengan bantuan stirrer, kemudian 

disterilisasi pada suhu 1210C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit. 
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Sebagian media NA yang telah homogen dituang ke dalam tabung reaksi 

untuk memelihara isolat dalam media agar miring, kemudian sebanyak 15-

20 ml media NA ditungkan kedalam cawan petri steril (Soeka dan 

sulistiani, 2014 ). 

3.5.1.2 Media produksi Protease  

Media produksi protease yang digunakan dalam penelitian kali ini 

yaitu dengan media NB sebanyak 5 g dengan 250 ml aquades. Kemudian 

disterilisasi pada suhu 1210C selama 15 menit (Yuniati, 2015). 

3.5.2 Peremajaan Isolat Bacillus subtilis 

Sebanyak 1 ose isolat bakteri Bacillus subtilis diinokulasikan pada 

media Na miring sebagai stock culture kemudian di inkubasi selama pada 

suhu 370C selama 24 jam (Soeka dan Sulistiani, 2014). 

3.5.3 Kurva Pertumbuhan Bakteri Bacillus subtilis 

Sebanyak 5 ose isolat bakteri Bacillus subtilis diinokulasikan pada 

media media NB sebanyak  5 gram dengan 250 aquades. Kemudian 

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

ruang 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). 
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3.5.4 Uji kualitatif protease 

Isolat Bacillus subtilis ditumbuhkan pada media SMA (Skim Milk 

Agar) yang dibuat dari 3 g susu skim bubuk dan 1 gr agar dilarutkan dalam 

150 ml akuades, kemudian disterilkan pada suhu 1210C dengan tekanan 1 

atm selama 15 menit. Sebanyak 10 µL isolat diteteskan diatas kertas 

cakram yang diletakkan diatas media SMA lalu di inkubasi pada suhu 

370C selama 24 jam (Baehaki, 2012). 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). Perhitungan indeks proteolitik adalah 

perbandingan diameter areal bening dengan diameter koloni bakteri 

(Baehaki, 2011). 

3.5.5 Uji Kuantitatif Protease 

3.5.5.1 Produksi Enzim protease 

Diambil sebanyak 5 ujung ose diambil inokulum dan 

diinokulasikan dalam 250 ml media NB sebanyak 5 gram. 

Kemudian diinkubasi pada shaker incubator dengan suhu 370C 

selama akhir fase logaritmik dan awal fase stasioner (Yuniati, 

2015). Untuk menghasilkan ekstraksi enzim dilakukan dengan 

menggunakan sentrifugasi pada suhu 40C dengan kecepatan 1000 

rpm selama 15 menit. Kemudian filtrat yang telah memisah dari 

pelet diambil. Filtrat ini merupakan enzim kasar. Enzim protease 
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kasar selanjutnya diuji aktivitasnya dengan metode Bergmeyer 

(1983). 

3.5.5.2. Pengukuran Pengaruh Konsentrasi substrat dan Pengaruh lama  

waktu inkubasi. 

Aktivitas proteolitik dari enzim yang dihasilkan diukur 

dengan metode Bergmeyer (1983). Tiga tabung disiapkan, 

masing-masing untuk blanko, standar dan sampel. Sebanyak 1 ml 

buffer borat pH 8 (0,01 M) dimasukkan dalam masing-masing 

tabung. Dilanjutkan dengan pemberian 1 ml substrat kasein 

dengan konsentrasi 0,5%, 1 %, 1,5 % dan 2% ( Ph 8), kemudian 

pada tabung sampel diisi enzim dalam CaCl sebanyak 0,2 ml, 

kemudian pada tabung standar diisi dengan 0,2 ml tyrosin (5mM), 

tabung blanko diisi dengan aquades 0,2 ml, kemudian  ketiga 

tabung diinkubasi dalam shaker inkubator dengan kecepatan 120 

rpm selama  30 menit , 40 menit dan 50 menit pada suhu 550 C.  

Kemudian ketiga tabung ditambah 2 ml TCA (0,1 M). 

Kemudian larutan CaCl (2mM) sebanyak 0,2 ml dimasukkan 

kedalam tabung sampel, sedangkan tabung blangko dan standar 

masing-masing diberi 0,2 ml enzim kasar dalam CaCl2 (2mM). 

Ketiga tabung didiamkan pada suhu 370C selama 10 menit, lalu 

diputar dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit. 

Kemudian diambil sebanyak 1,5 ml filtrat dari ketiga 

tabung dan ditambahkan 5 ml Na2CO3 (0,4 M) untuk 
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mendaptatkan pH sekitar 11,5 sebagai pH optimum dan 

mempertahankan intensitas dan stabilitas warna biru dan 1 ml 

reagen Folin Ciocalteau yang akan bereaksi dengan tyrosin yang 

telah larut dalam filtrat dan membentuk kompleks warna biru. 

Reaksi didiamkan selama 20 menit pada suhu 370C 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 menggunkan rumus dibawah ini dapat dihitung unit 

aktivitas enzim. Perhitungan aktifitas enzim protease dapat 

dihitung dengan rumus sebagai berikut (Ferdian, 2006) : 

𝑃𝑈
𝐴𝑠𝑝 − 𝐴𝑏𝑙

𝐴𝑠𝑡 − 𝐴𝑏𝑙
𝑥𝑃𝑥1/𝑇 

  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). 
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3.6 Analisi 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 

konsentrasi substrat dan lama waktu inkubasi 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 Kualitatif Aktivitas Enzim Protease yang Dihasilkan oleh Bacillus 

subtilis 

  

Uji kualitatif enzim protease yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis 

bertujuan untuk mengetahui kemampuan yang dimiliki oleh bakteri Bacillus 

subtilis dalam menghasilkan enzim protease dengan cara menghidrolisis 

protein yang berada di dalam media Skim milk agar (SMA)  yang awalnya 

berwarna putih menjadi bening. Aktivitas enzim protease yang dihasilkan 

oleh Bacillus subtilis dapat diketahui dengan uji kulitatif dengan ada tidaknya 

zona bening yang terbentuk disekitar koloni bakteri yang ditumbuhkan dalam 

media Skim Milk Agar (SMA) (Gouda, 2006).  

Aktivitas protease yang dihasilkan oleh bakteri Bacillus subtilis pada 

media Skim Milk Agar (SMA) diukur menggunakan indeks protease (IP) yaitu 

dengan cara membandingkan antara diameter zona bening disekitar koloni 

dengan diameter koloni bakteri (Soeka dan Sulistiani, 2014). Hasil 

pengamatan zona bening dari bakteri Bacillus subtilis  yang diuji pada media 

SMA ditampilkan pada gambar 4.1. 
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Gambar 4.1 Cawan 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 disekitar koloni bakteri Bacillus subtilis 

pada (gambar 4.1) menunjukkan bahwa terdapat enzim protease yang 

dihasilkan oleh bakteri Bacillus subtilis . Enzim protease dapat mendegradasi 

protein yang terkandung dalam media skim milk agar (SMA) yaitu dengan 

cara memutuskan ikatan peptida dengan masuknya air kedalam molekul 

kemudian berubah menjadi peptida-peptida rantai pendek dan asam-asam 

amino yang menyebabkan perubahan warna susu menjadi tidak berwarna atau 

bening (Susanti, 2003). Nilai indeks protease (IP) yang dihasilkan oleh bakteri 

Bacillus subtilis yang telah diinkubasi selama  1 x 24 jam dengan suhu 370 C, 

dari inkubasi tersebut terlihat zona bening yang dapat dihitung indeks 

proteolitiknya (IP) dengan cara perbandingan antara zona bening 51,21 mm 

dengan diameter koloni bakteri 40,18 mm, dan dihasilkan IP sebesar 45,69 

mm (Perhitungan pada lampiran 2). 

 

ZB 

KC 

KB 
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Indeks proteolitik yang dihasilkan oleh bakteri Bacillus subtilis 

termasuk cukup tinggi, karena indeks proteolitik pada isolat T1SI sebesar 1,1 

mm (Baehaki, 2011). Fatichah (2011) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa 

IP protease pada bakteri Bacilus mycoides sebesar 1,79 mm dan hal ini 

menunjukkkan bakwa IP nya lebih besar. IP bisa berbeda dikarenakan spesies 

yang digunakan berbeda, sehingga mempunyai kemampuan yang berbeda pula 

dalam menghasilkan protease ekstraseluler yang dapat menghidrolisis kasein 

dalam media Skim Milk Agar (SMA).   

4.2 Pola Pertumbuhan Bacillus subtilis  

Kurva pertumbuhan bakteri Bacillus substilis dapat diketahui dengan 

cara mengukuran kekeruhan pada media yang digunakan untuk pertumbuhan. 

Pengukuran kekeruhan pada medium pada selang waktu tertentu dilakukan 

untuk mengetahui kemampuan bakteri tersebut dalam memperbanyak sel                        

(Susanti. 2003). Kurva pertumbuhan hanya mengukur kekeruhan dengan 

menggunakan spektrofotometer tanpa menghitung jumlah mikroba yang 

sebenarnya, karena molekul besar yang terdapat didalam media tersebut juga 

terhitung ketika terkena sinar pada saat penghitungan. Menurut Susanti 

(2003), kekeruhan terjadi karena sel bakteri mengalami pertumbuhan, 

berkembang, memperbanyak diri, dan mensekresikan enzim kemedia kultur. 

Perbuatan kurva pertumbuhan bakteri berfungsi untuk menentukan waktu 

dimana mikroba memasuki fase akhir logaritmik atau awal fase stasioner, hal 

ini dilakukan untuk mendapatkan enzim secara maksimal.  

Pembuatan kurva pertumbuhan dan media yang digunakan untuk 

menghasilkan enzim protease dari bakteri Bacillus subtilis yaitu dengan 
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menggunakan media NB, hal ini dikarenakan NB merupakan media yang 

sesuai untuk pertumbuhan mikroba karena kaya akan nutrisi.  

 

Gambar 4.2 Kurva pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis  

Berdasarkan pembuatan kurva pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis  

(gambar 4.2) maka diketahui bahwa  Bacillus subtilis  melakukan adaptasi 

pada fase lag  4 jam, waktu adaptasi tersebut termasuk singkat. Hal ini sesuai 

dengan penelitian Faizah (2017) yang menjelaskan bahwa fase lag Bacillus 

subtilis  yakni 4 jam. Kemudian dijelakan oleh Kosim (2010) mengatakan 

bahwa fase log pada bakteri jenis Bacillus paling cepat fase adaptasinya yaitu 

4 jam. Fase adaptasi sendiri merupakan fase dimana suatu mikroorganisme 

melakukan penyesuaian diri terhadap lingkuannya, sehingga pertumbuhannya 

relatif lambat. Dalam fase adaptasi ini sel bakteri telah mengalami 

pembelahan dengan kecepatan yang sangat rendah dikarenakan bateri tersebut 

baru beradaptasi dengan lingkungannya, sehingga fase adaptasi juga disebut 

dengan fase pertumbuhan awal suatu mikroba. 

Fase selanjutnya yang terjadi dalam pertumbuhan bakteri yaitu fase 

log, fase log merupakan fase dimana pertumbuhan bakteri relatif cepat, hal ini 
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terjadi karena pada fase log bakteri telah melakukan adaptasi dengan 

lingkungannya, kemudia pada fase log nutrisi yang terkandung dalam media 

pertumbuhan tercukupi sehingga bakteri mampu mengalami pertumbuhan 

yang sangat cepat, pada kurva pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis fase log 

terjadi mulai dari jam ke-8 sampai jam ke-28. Hal ini sesuai dengan kosim 

(2010) menjelaskan bahwa fase log pada suatu bakteri merupakan fase 

dimana suatu bakteri mampu tumbuh dengan cepat sampai batas maksimal. 

Batas maksimal pertumbuhan disebut juga dengan fase eksponensial , dan 

fase eksponensial terjadi pada jam ke-32. Pada fase eksponensial bakteri lebih 

banyak membutuhkan nutrisi dibandiangan dengan fase sebelumnya. Pada 

fase akhir log bakteri banyak mengeluarkan zat metabolit yang digunakan 

untuk memenuhi kebutuhan tubuhnya. Salah satu zat metabolit yang 

dikeluarkan yaitu berupa enzim, salah satu enzim yang dikeluarkan yaitu 

enzim protease. Sehingga untuk memproduksi enzim protease dilakukan pada 

fase akhir log  dan awal fase stasioner yaitu pada jam ke -28, karena pada jam 

tersebut bakteri mampu mensintesis enzim secara maksimal, Ward (1983 ) 

menjelaskan bahwa bakteri mampu membentuk enzim secara maksimal yaitu 

pada fase eksponensial dan lebih meningkat lagi pada awal fase stasioner. 

Fase akhir pada pertumbuhan bakteri yaitu fase kematian, fase 

kematian ditandai dengan dengan menurunnya kurva pertumbuhan, hal ini 

dikarenakan nutrisi yang terkandung dalam media telah habis, sehingga 

bakteri berebut untuk mendapatkan nutrisi, dan semakin lama nutrisi tersebut 

habis sehigga bakteri mengalami kematian, fase ini terjadi pada jam ke-32. 
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Volk and Wheeler (1988) menjelaskan bahwa pada fase kematian laju 

kematian lebih cepat dibandingkan dengan laju pertumbuhan. Sedangkan  

(Faizah, 2017) menjelaskan bahwa fase kematian atau fase penurunan yang 

terjadi pada bakteri Bacillus subtilis yaitu pada jam ke-28. Perbedaan pada 

kurva pertumbuhan terjadi karena bakteri memiliki fase pertumbuhan yang 

berbeda beda, bisa dikarenakan perbedaan substarat dan perbedaan jenis 

bakteri yang digunakan.   

را ﴾ ۲﴿        ى  واالَّذِي قادَّ دا ﴾٣﴿ف اها وَّ   لاقا فاسا ى  الَّذِي خا  
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) Ayat pertama tersebut yaitu 

Allah menciptakan makhluk yang berada dimuka bumi ini dan 

menyempurnakan bentuk yang sebaik-bainya. Menurut tafsir Al-Muyassar 

(2007) pada ayat ke dua yaitu serta memberikan kemampuan makhluk-Nya 

sesuai dengan kadar kebutuhannya masing-masing. 

 

  Kemampuan hidup suatu bakteri dalam suatu media pertumbuhan 

tergantung pada ketersedian nutrisi yang dibutuhkannya. Dalam hal ini 

bakteri akan menghidrolisis senyawa komplek yang berada didalam media 

pertumbuhan menjadi senyawa yang lebih sederhana. Kemampuan bakteri ini 

merupakan suatu petunjuk bagi manusia atas kebesaran Allah dalam 

menciptakan makhluk-Nya.  

4.3 Pengaruh Interaksi Konsentrasi Substrat dan Lama Inkubasi terhadap 

aktivitas enzim protease 

 

Enzim merupakan katalisator yang mampu mempercepat laju 

reaksi tanpa ikut serta dalam reaksi tersebut. Laju reaksi enzim dapat 

dipengaruhi oleh beberapa faktor, antara lain faktor yang dapat 
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berpengaruh yaitu konsentrasi substrat, lama waktu inkubasi, pH, suhu dan 

adanya aktivator maupun inhibitor. Salah satu yang paling berpengaruh 

dalam aktivitas enzim yaitu konsentrasi substrat hal ini dikarenakan 

semakin banyak substrat yang tersedia maka semakin banyak pula ikatan 

yang terjadi antara enzim dengan substrat, tetapi jika substrat yang 

digunakan berlebih maka aktivitas enzim bisa menurun, hal ini 

dikarenakan enzim tersebut telah jenuh sehingga aktivitas yang dihasilkan 

menurun (Chen dan Ramos, 2010). 

Terdapat beberapa paremeter yang dapat diukur dalam penetuan 

waktu optimum untuk menghasilkan enzim yang maksimal yaitu kerapatan 

dan aktivitas enzim yang dihasilkan. Dalam hal ini enzim yang dihasilkan 

yaitu enzim protease yang dihasilkan dari bakteri endofit Bacillus subtilis, 

Aktivitas enzim dapat didefinisikan sebagai kecepatan pembentukan suatu 

produk pada kondisi optimum (Lehninger, 1993). Penentuan aktivitas 

enzim protease  Bacillus subtilis dilakukan dengan variasi konsentrasi 

substrat dan lama inkubasi untuk mendapatkan konsentrasi substrat dan 

lama inkubasi yang optimum. 

Aktivitas enzim protease dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, 

antara lain yaitu konsentrasi substrat. Dengan menggunakan konsentrasi 

substrat yang berbeda dari 0,5%, 1%, 1,5% dan 2% dapat diketahui bahwa 

aktivitas enzim mampu bekerja optimun dengan konsentrasi substrat 1,5 

dengan menggunakan analisis Varian diketahui bahwa nilai F hitung lebih 

besar dari f tabel sehingga konsentasi substrat berpengaruh dengan 
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menghasilkan aktivitas enzim protease sebesar 10,998 U/ml. Aktivitas 

kerja suatu enzim dipengaruhi oleh konsentrasi substrat yang tersedia, 

Konsentrasi substrat yang digunakan untuk pertumbuhan mikroorganisme 

harus seimbangan (Fifendi, 2017). 

Selain konsentrasi substrat lama waktu inkubasi juga dapat 

mempengaruhi aktivitas kerja enzim. Dengan menggunakan lama waktu 

inkubasi yang berbeda dari 30 menit, 40 menit dan 50 menit dapat 

diketahui bahwa aktivitas enzim mampu bekerja optimun dengan lama 

waktu inkubasi 40 menit dengan menggunakan analisis Varian diketahui 

bahwa nilai F hitung lebih besar dari f tabel sehingga konsentasi substrat 

berpengaruh dengan menghasilkan aktivitas enzim protease sebesar 10,998 

U/ml. Aktivitas kerja suatu enzim dipengaruhi lama waktu inkubasi yang 

untuk setiap mikroorganisme menghasilkan suatu enzim membutuhkan 

waktu yang berbeda-beda. Pada umumnya waktu untuk memproduksi 

enzim optimal terjadi pada fase logaritmik atau eksponensial (Brock, et al., 

2004). 

Adanya pengaruh konsentrasi substrat, lama inkubasi dan interaksi 

antara keduanya faktor tersebut terhadap aktivitas enzim protease yang 

dihasilkan oleh bakteri endofik Bacillus subtilis dapat diketahui dengan 

menggunakan analisis statistika berupa ANOVA  ( Analysis Of Variance ) 

, seperti yang ditampilkan pada lampiran 3 tabel 3. Hasil analisis ANOVA 

pada tabel 3 menunjukkan bahwa nilai dari F hitung (5,347) > F tabel 5% 

(2,51), dari hasil tersebut maka dapat dikatakan bahwa ada pengaruh 
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interaksi antara konsentrasi substrat dan lama inkubasi terhadap aktivitas 

protease yang dihasilkan oleh bakteri endofit Bacillus subtilis . 

Setelah dilakukan uji ANOVA dan hasilnya berpengaruh maka 

dilakukan uji selanjutnya. Uji selanjutnya dilakukan untuk untuk 

mengetahui perlakuan terbaik dari masing-masing perlakuan dengan 

menggunakan uji DMRT (Duncan Multiple Range Test) pada tabel 4.1 . 

Berdasarkan hasil uji lanjut bahwa notasi yang berbeda menunjukkan 

adanya pengaruh nyata antara konsentrasi substrat dan lama inkubasi 

terhadap aktivitas enzim protease. 

Tabel 4.1 Uji DMRT Pengaruh Interaksi Suhu dan pH terhadap Aktivitas Protease  

N0 Konsentrasi substrat  Lama inkubasi Aktivitas Enzim (U/ml) Notasi 

1 

0,5 % 

30 menit 0,759 a 

2 40 menit 0,764 a 

3 50 menit 1,378 ab 

4 

1 % 

30 menit 1,559 ab 

5 40 menit 2,944 bc 

6 50 menit 4,031 cd 

7 

1,5 % 

30 menit 3,346 cd 

8 40 menit 10,998 e 

9 50 menit 5,003 cd 

10 

2% 

30 menit 3,704 cd 

11 40 menit 6,109 d 

12 50 menit 4,010 cd 

 

 Hasil uji lanjut DMRT pada tabel 4.1 menunjukkan bahwa aktivitas enzim 

protease tertinggi dari Bacillus subtilis yang ditumbuhkan dalam media selektif 

kasein pada perlakuan interaksi konsentrasi substrat 1,5 % dan lama inkubasi 

selama 40 menit sebesar 10,998 U/ml. Dari hasil uji DMRT diketahui hasil dari 

semua perlakuan berbeda nyata yang diketahui dari hasil notasi e (tabel 4.1). 
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Sedangkan nilai aktivitas enzim paling rendah yaitu dari interaksi konsentrasi 

substrat sebesar 0,5 dengan lama inkubasi 30 menit sebesar 0,759 U/ml. Hasil ini 

tidak berbeda nyata dengan perlakuan yang lainnya yaitu interaksi lama inkubasi 

30 menit dengan konsentrasi substrat (0,5%, 1% , 1,5%  dan 2%) . Tidak berbeda 

nyata pula pada perlakuan interaksi lama inkubasi 40 menit dan konsentrasi 

substrat 0,5 % yakni dengan nilai aktivitas sebesar 0,764 U/ml. 

 

Gambar 4.3 Pengaruh Interaksi Konsentrasi Substrat dan Lama Waktu   

Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim Protease yang di produksi oleh 

Bacillus subtilis. 

 

Nilai dari aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri Bacillus 

subtilis  dengan 12 perlakuan mengalami kenaikan dan penurunan. Dengan 30 

menit lama inkubasi mengalami peningkatan secara berkala dan mencapai 

optimum pada konsentrasi substrat kasein 2% sebesar 4.017 U/ml, kemudian pada 

waktu inkubasi 40 menit aktivitas enzim mengalami peningkatan yang cukup 
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tinggi yaitu pada konsentrasi substrat kasein 1,5% sebesar 10,998 U/ml, kemudian 

konsentrasi substrat kasein 2% aktivitas enzim mengalami penurunan yang cukup 

signifikan yaitu sebesar 6,109 U/ml. Pada konsentrasi substrat kasein 1,5% dan 

waktu inkubasi 50 menit peningkatan aktivitas nya tidak terlalu signifikan dengan 

nilai sebesar 3,346 U/ml dan menurun lagi pada konsentasi substrat kasein 2% 

sebesar 4,011 U/ml. Kenaikan dan penurunan enzim tersebut dapat disebabkan 

oleh waktu inkubasi yang terlalu lama ataupun substrat yang digunakan terlalu 

banyak. Fifendi (2017) menjelaskan bahwa aktivitas kerja suatu enzim 

dipengaruhi oleh konsentrasi substrat yang tersedia, jika konsentrasi substrat yang 

digunakan sesuai maka dapat meningkatkan kecepatan reaksi, dan ketika jumlah 

konsentrasi substrat yang digunakan terlalu banyak maka dapat mengurangi 

kecepatan reaksi enzimatis, hal ini dikarenakan sisi aktif enzim telah jenuh. 

Sugiono (2002) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa aktivitas enzim 

protease dengan menggunakan substrat kasein 1% dengan lama inkubasi 60 jam 

menghasilkan aktivitas enzim sebesar 0,239 U/ml. Lestari (2013) menjelaskan 

bahwa dengan menggunakan konsentrasi substrat kasein 1% menghasilkan 

aktivitas spesifik enzim protease tertinggi yaitu 0,738 U/ml. Menurut Walstra et 

all (2006) dalam Purnomo dan Purwanto (2003) bahwa kasein merupakan protein 

yang terdapat dalam susu. Rodarte (2011) menjelaskan bahwa kasein merupakan 

substrat yang baik untuk mengisolasi bakteri penghasil protease khususnya bakteri 

Bacillus sp. 

Konsentrasi substrat merupakan salah satu faktor yang sangat berpengaruh 

dalam aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri endofit Bacillus 



51 
 

 

 

subtilis, hal ini dikarenakan jika terlalu banyak substrat yang digunakan maka 

aktivitas enzim yang dihasilkan akan menurun karena enzim telah mengalami 

kejenuhan. Menurut Poedjiadi dan Supriyanti (2006), menjelaskan bahwa 

komplek enzim dan substrat dapat diperoleh melalui adanya kontak antara enzim 

dengan ketersedian substrat pada sisi aktif enzim. Jika konsentrasi substrat rendah 

maka aktivitas enzim yang dihasilkan juga rendah, sedangkan jika konsentrasi 

substrat ditingkatkan, maka hasil dari aktivitas enzim pun meningkat. Namun 

pada suatu batas konsentrasi substrat tertentu, seluruh sisi aktif enzim telah 

berikatan dengan substrat maka aktivitas enzim pun dapat menurun. 

Aktivitas protease yang dihasilkan oleh bakteri endofit Bacillus subtilis 

pada lama inkubasi selama 40 menit dan 50 menit mendapatkan nilai aktivitas 

protease yang lebih besar dibandingakan dengan aktivitas protease pada lama 

inkubasi 30 menit. Pada grafik (gambar 4.3) menunjukkan bahwa nilai aktivitas 

protease optimum yaitu pada waktu inkubasi 40 menit dengan konsentrasi substrat 

1,5%. Menurut Zaidatul (2009) mengatakan bahwa waktu inkubasi optimum 

hidrolisis enzimatis larutan kasein oleh protease dari isolat bakteri termofilik 

adalah 30-40 menit dengan hasil aktivitas sebesar 0,1047 U/ml. Maziah (2009) 

menjelaskan bahwa kondisi optimum aktivitas katalitik protease termofilik yaitu 

pada waktu inkubasi selama 40 menit dengan suhu 650C dengan  pH 9 

menghasilkan aktivitas enzim sebesar 5,25 U/ml. 

Hasil penelitian oleh Soeka dan Sulistiani (2014) menyebutkan bahwa 

aktivitas protease Bacillus subtilis A1 InaCC B398 yang diisolasi dari Terasi 

Samarinda dalam media kasein dengan lama inkubasi 3 hari menghasilkan 
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aktivitas  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 

dengan lama inkubasi 36 jam sebesar 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). 

Peningkatan lama inkubasi pada reaksi enzim mempunyai pengaruh yang 

sangat besar dalam menghasilkan aktivitas enzim optimal yaitu dapat 

meningkatkan laju reaksi enzim. Semakin tinggi konsentrasi substrat dan semakin 

lama inkubasi maka aktivitas enzim yang dihasilkan semakin besar, namun pada 

batas tertentu aktivitas enzim tidak lagi meningkat diakrenakan enzim telah jenuh 

(Khasanah, 2017). Menurut Hartati (2012) mengatakan bahwa lama waktu 

inkubasi memberikan pengaruh nyata terhadap aktivitas protease isolat B2 dengan 

nilai tertinggi pada waktu inkubasi 60 menit yaitu sebesar 0,148 U/ml. Baehaki 

(2012) mengatakan bahwa protease dengan isolat A6S3 memiliki aktivitas 

tertinggi dengan menggunakan media LB sebesar 0,517 U/ml. 

Perbedaan nilai aktivitas enzim berdasarkan lama waktu inkubasi 

dikarenakan jika waktu inkubasi terlalu lama membuat aktivitas enzim semakin 

menurun, hal ini karena enzim mengalami berubahan struktur molekul atau 

terdenaturasi, sehingga tidak terbentuk produk akibat aktivitas enzim mengalami 
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penurunan (Zusfahair, 2011).Winarno (1995) menjelaskan bahwa  kecepatan 

hidrolisis suatu reaksi enzimatik sangat dipengaruhi oleh konsentrasi substratnya. 

Bentubo dan Gompertz (2014) menjelaskan bahwa waktu inkubasi adalah waktu 

yang diperlukan oleh enzim untuk berikatan dengan substrat yang telah tersedia. 

Jika waktu inkubasi yang digunakan cukup singkat maka aktivitas enzim yang 

dihasilkan akan rendah dikarenakan waktu berinteraksi nya sangat singkat 

sehingga interaksi tidak berlangsung secara keseluruhan sehingga produk yang 

dihasilkan sedikit.   

Tingginya aktivitas protease dapat dikarenakan faktor lain selain faktor 

konsentrasi substrat dan lama inkubasi, melainkan bisa diakarenakan pH dan suhu 

seperti penelitian yang dialakukan oleh Faizah (2017) dengan menggunakan 

substrat limbah cair tahu dengan interaksi pH 8 dan suhu 550 C menghasilkan 

aktivitas enzim protease sebesar 1,511 U/ml, selain dari interaksi pH dan suhu 

faktor lain yang dapat mempengaruhi aktivitas enzim yaitu adanya panambahan 

ion logam sebagai aktivator enzim seperti penelitian yang dilakukan Soeka dan 

Sulistiani (2014) dengan menggunakan CaCl2 dan MnCl2 serta adanya 

penambahan sumber nitrogen dan sumber karbon pada perlakuan Pant, et all 

(2015) . Dengan adanya kombinasi yang terjadi dilingkungan yang baik dan 

sesuai maka aktivitas enzim yang dihasilkan juga akan meningkat serta dapat 

menghidrolisis protein dalam media secara optimal. 

 Dengan menggunakan media yang sama yaitu media kasein hasil aktivitas 

enzim protease dari bakteri Bacillus licheniformis  dengan waktu inkubasi selama 

60 jam menghasilkan aktivitas sebesar 0,561 U/ml (Kandolla, 2010). Aktivitas 
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enzim protease dari Bacillus sp dengan lama waktu inkubasi selama 30 menit 

menghasilkan aktivitas sebesar  0,3866 U/ml (Zusfahair, 2011). Hasil kedua 

aktivitas protease  aktivitas protease Bacillus lycheniformis  dan Bacillus sp 

tersebut lebih rendah dibandingkan dengan aktivitas protease yang dihasilkan oleh 

bakteri endofit Bacillus subtilis  yang diisolasi dari daun kenikir yang telah di uji. 

Kedua bakteri tersebut sama sama menggunakan substrat kasein dengan 

konsentrasi 1% tetapi dengan menggunakan lama inkubasi yang berbeda, 

sehingga aktivitas yang dihasilkan pun berbeda. Hal ini dikarenakan bahwa setiap 

spesies bakteri memiliki batas toleransi tertentu terhadap lingkungan sekitar. 

Bakteri proteolitik yang bertoleransi terhadap lingkungan akan menghasilkan 

aktivitas enzim protease yang optimum. 

 Bacillus sp memiliki aktivitas tertinggi sebesar 146,40 U/ml pada lama 

inkubasi 4 hari (Utarti, 2009). Soeka (2011) Bacillus licheniformis  menghasilkan 

aktivitas protease tertinggi sebesar 150,52 U/ml dengan lama inkubasi 2 hari. 

Sedngkan menurut Naiola (2002) Bacillus macerans mampu menghasilkan 

aktivitas tertinggi dengan waktu inkubasi 4 hari sebesar 113,52 U/ml. Sumarlin 

(2010) dalam penelitian nya menjelaskan bahwa  Bacillus circulans mampu 

menghasilkan aktivitas protease tertinggi sebesar 0,1814 U/ml dengan lama 

inkubasi 56 jam. Nilai aktivitas protease yang berbeda beda menunjukkan bahwa 

bakteri memiliki potensi yang berbeda-beda dalam memanfaatkan nutrien dari 

substrat maupun metabolismenya seperti jumlah asam amino dan enzim yang 

dimiliki masing-masing bakteri berbeda-beda, sehingga bakteri akan 

menghasilkan aktivitas enzim yang tinggi dengan kondisi lingkungan yang sesuai 
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(Agustien, 2010). Allah berfirman dalam Q.S Al-Furqan (25) ayat 2 yang 

berbunyi :  

وااتِ واالأرْضِ والامْ ي اتَّخِذْ والادًا والامْ ياكُنْ لاهُ شا  لاقا كُلَّ  ريِكٌ فِي الْمُلْكِ الَّذِي لاهُ مُلْكُ السَّما واخا
                                                                                 شايْءٍ ف اقادَّراهُ ت اقْدِيرًا

       
Artinya : “ yang memiliki kerajaan langit dan bumi, tidak mempunyai anak, tidak 

ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(Nya), dan dia menciptakan segala sesuatu, 

lalu menetapkan ukuran-ukuran dengan tepat “ (Q.S Al-Furqan: 2) 

 

 Ayat yang bergaris bawa diatas menjelaskan bahwa allah SWT telah 

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

Nya dan bukan karena nafsu atau kelalaiannya, 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 manfaat dalam kehidupan  bukan semata-mata 

kebetulan, melainkan tanda kemurahan Allah terhadap makhluk-makhlukNya. 

Yang demikian ini dapat dikaitkan dalam firman Allah yang berbunyi: 

زِقِينَ                                يِشَ وَمَن لَّسْتُمْ لهَُۥ بِرََٰ  وَجَعَلْنَا لكَُمْ فِيهَا مَعََٰ
 

Artinya :”Dan kami telah menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan 

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

sekali-sekali bukan pemberi rizki kepadanya” 

 

Allah SWT telah menjadikan keperluan-keperluan hidup manusia berupa 

buah-buahan dan biji-bijian sebagai rizki bagi makhluk-Nya (Al-Qurtubi, 2018). 

 

Rezeki yang diberikan oleh Allah sangatlah lengkap untuk memenuhi 

kebutuhan makhluknya yang ada di muka bumi. Berbagai sumber kehidupan baik 

yang berbentuk mikro maupun makro telah oleh Allah karuniakan kepada 

makhluk-Nya. Seperti hal nya dengan keberadaan enzim yang dibutuhkan oleh 

setiap makhluk hidup untuk proses metabolisme. Misalnya enzim yang 
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dibutuhkan oleh manusia yaitu enzim protease. Enzim protease dihasilkan dapat 

dihasilkan oleh hewan, tumbuhan, dan mikroba. Enzim protease yang dihasilkan 

oleh mikroba merupakan salah satu bentuk rezeki yang diberikan oleh Allah  

untuk membantu memenuhi kebutuhan hidup manusia. 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan  

Kesimpulan dalam penelitian kali ini yaitu: 

1. Terdapat pengaruh konsentrasi substrat dengan aktivitas enzim 

protease yang diproduksi oleh bakteri endofit Bacillus subtilis yang 

diisolasi dari daun kenikir (Cosmos sulphureus) yaitu memperoleh 

aktivitas enzim protease tertinggi pada konsentrasi substrat 1,5 sebesar 

10,998 U/ml. 

2. Terdapat pengaruh lama waktu inkubasi dengan aktivitas enzim 

protease yang diproduksi oleh bakteri endofit Bacillus subtilis yang 

diisolasi dari daun kenikir (Cosmos sulphureus) yaitu memperoleh 

aktivitas enzim protease tertinggi pada lama waktu inkubasi sebesar 

10,998 U/ml. 

3. Terdapat pengaruh antara konsentrasi substrat dan lama inkubasi 

terhadap aktivitas enzim protease dari bakteri endofit Bacillus subtilis 

yang diisolasi dari daun kenikir (Cosmos sulphureus) yaitu 

memperoleh aktivitas enzim protease tertinggi pada perlakuan 

konsentrasi substrat sebanyak 1,5% dengan lama inkubasi 40 menit 

sebesar 10,998 U/ml , sedangkan aktivitas terendah diperoleh pada 

perlakuan konsentrasi substrat sebanyak 0,5% dengan lama inkubasi 

30 menit sebesar 0,759 U/ml. 
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5.2 Saran 

Saran untuk penelitian lanjutan dengan menambah variabel yang 

diamati seperti konsentrasi enzim, penambahan aktivator dan inhibitor, serta 

perlu dilakukan aplikasi terhadap kehidupan sehari hari. 
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Lampiran 1. Pembuatan pereaksi Aktivitas Enzim Protease Metode Bergmeyer 

(1983) 

1. Asam Klorida (HCL 1 mol/L) 

9,8 ml HCL pekat  

Diencerkan dengan menambahkan aquades menjadi 72 ml  

Diaduk menggunakan stirer 

Hasil 

2. Asam klorida (HCl 0.05 mol/L) 

1 ml HCl 1 mol/L (No 1) 

Diencerkan dengan menambahkan 19 ml aquades  

Diaduk menggunakan stirer 

Hasil 

3. Natrium hidroksida (NaOH 1 mol/L) 

4 g NaOH 

Dilarutkan dalam labu ukur hingga mencapai 100 ml  

Dikocok 

Hasil 

4. Larutan tirosin standar (5 mmol/L) 

45,3 mg tirosin 

Dilarutkan dalam 50 ml aquades  

Diaduk menggunakan stirer 

Hasil 
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5. Larutan substrat kasein (0,5 %) 

0,5 g kasein 

Dilarutkan dengan 100 ml aquades 

Ditambahkan NaOH (No 3) serta diaduk menggunakan magnet 

stirrer hingga semua kasein larut  

Ditambahkan 5 ml buffer borat dan ditetapkan pH nya menjadi 8 

dengan penambahan HCl (No 2) 

 Hasil 

6. Larutan substrat kasein (1%) 

1 g kasein 

Dilarutkan dengan 100 ml aquades 

Ditambahkan NaOH (No 3) serta diaduk menggunakan magnet 

stirrer hingga semua kasein larut  

Ditambahkan 5 ml buffer borat dan ditetapkan pHnya menjadi 8 

dengan penambahan HCl (No 2)  

Hasil   

7. Larutan substrat kasein (1,5%) 

1,5 g kasein 

Dilarutkan dengan 100 ml aquades 

Ditambahkan NaOH (No 3) diaduk menggunakan magnet stirrer 

hingga semua kasein larut  

Ditambahkan 5 ml buffer borat dan ditetapkan pH nya menjadi 8 

dengan penambahan HCl (No 2) 

 Hasil  
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8. Larutan substrat kasein (2 %) 

2 g kasein 

Dilarutkan dengan 100 ml aquades 

Ditambahkan NaOH (No 3) serta diaduk menggunakan magnet 

stirrer hingga semua kasein larut  

Ditambahkan 5 ml buffer borat dan ditetapkan pHnya menjadi 8 

dengan penambahan HCl (No 2) 

 Hasil  

9. Asam Trikloroasetat (TCA 0.1 mol/L) 

4,075 g TCA 

Dilarutkan dalam 250 ml aquades  

Diaduk hingga homogen 

Hasil  

10. Natrium karbonat (Na2CO3 0.4 mol/L) 

10,599 g Na2CO3 

Dilarutkan dalam 250 ml aquades  

Diaduk sampai homogen 

Hasil 

11. Folin Ciocalteu 

1 ml reagen Folin Ciocalteu 

Dilarutkan dalam 5 ml aquades  

Dihomogenkan 

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

66,5964 mg CaCl2 

Dilarutkan dalam 50 ml  

Diaduk sampai homogen 

Hasil 

13. Kalsium klorida (CaCl2 2 mmol/L) 

6 ml CaCl2 12 mmol/L (No 9) 

Dilarutkan dalam 30 ml aquades 

Diaduk hingga homogen 

Hasil 

14. Larutan enzim protease 

1 ml ekstrak enzim protease kasar 

Ditambahkan 0,2 ml larutan CaCl2 (No 10)  

Diaduk hingga homogen 

Hasil  

 

15. Pembuatan media NA 

 

         Ditimbang media NA 10 gram 

         Ditambah aquades 500 ml 

         Dipanaskan dihomogenkan diatas hot plate 

         disterilisasi pada suhu 1210C 

 

Pembuatan media 

NA 

Hasil 
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16. Pembuatan media NB 

 

         Ditimbang media NB 5 gram 

         Ditambah aquades 250 ml 

         Dipanaskan dihomogenkan diatas hot plate 

         disterilisasi pada suhu 1210C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan media 

NA 

Hasil 



70 
 

 

 

Lampiran 2 . Hasil Perhitungan Aktivitas Enzim Protease  

a. Absorbansi Enzim Protease sebelum Perhitungan  

 Tabel 1. Data Absorbansi Enzim Protease sebelum Perhitungan  

Konsentrasi 

substrat 

Lama 

Inkubasi 

Absorbansi Sampel (Asp) Absorbansi 

Standart 

(Ast) 

Absorbansi 

Blanko 

(Abl) 
Ulangan 

1 2 3   

0,50% 30 menit 4.117 4.799 4.794 4.224 3.665 

 40 menit 4.656 4.714 4.611 4.185 3.697 

 50 menit 5.112 4.739 4.789 4.217 3.684 

1% 30 menit 5.417 5.319 5.364 4.792 4.293 

 40 menit 6.070 5.572 5.608 4.415 3.548 

 50 menit 5.749 5.846 6.179 4.447 3.649 

1,50% 30 menit 6.522 6.663 6.594 5.566 4.885 

 40 menit 8.371 8.174 8.169 5.901 4.916 

 50 menit 6.526 6.561 6.586 5.696 5.250 

2% 30 menit 6.595 6.610 6.502 5.730 5.192 

 40 menit 6.311 6.461 5.841 4.343 3.391 

 50 menit 5.515 5.747 5.893 4.497 3.837 

 

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

PU =
Asp − Abl

Ast − Abl
X 5 X 1/30 

Contoh perhitungan berdasarkan rumus aktivitas enzim protease diatas :   

Diketahui : P = (Pengenceran pereaksi Folin Ciocalteu sebanyak lima kali) 

        T = 30 menit (Waktu inkubasi enzim) 

   

PU =
4.117 − 3.665

4.224 − 3.665
X 5 X 1/30 

            = 0,808587 X 5 X 1/30 

            = 0,759 
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b. Aktivitas Enzim Protease setelah Perhitungan 

Tabel 2. Data Aktivitas Enzim Protease Setelah Perhitungan 

Konsentrasi 

substrat  

Lama 

Inkubasi  

Aktivitas Enzim 

Protease (Unit/ml) Rata-Rata Aktivitas Enzim 

Protease (Unit/ml) Ulangan 

1 2 3 

0,50% 30 menit 0,012 1,145 1,120 0,759 

  40 menit 0,733 0,983 0,576 0,764 

  50 menit  2,761 0,608 0,766 1,378 

1% 30 menit 1,933 1,225 1,518 1,559 

  40 menit 5,207 1,733 1,893 2,944 

  50 menit  2,524 3,163 6,406 4,031 

1,50% 30 menit 2,675 4,044 3,318 3,346 

  40 menit 13,274 9,897 9,822 10,998 

  50 menit  3,834 4,389 4,824 5,003 

2% 30 menit 2,108 4,240 2,853 3,704 

  40 menit 6,787 8,719 2,822 6,109 

  50 menit  2,124 4,069 5,867 4,017 

 

c. Perhitungan uji kualitatif enzim protease dengan menggunakan media 

Skim Milk Agar (SMA) 

                              

                            
 

 Σ= 
𝑎+𝑏

2  

 

 

 

 

b 

a 
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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  Sig. 

Model 265,262a 11 24,115 10,264 2,22 ,000 

Konsentrasi Substrat 147,881 3 49,294 20,983 3,01 ,000 

Lama Inkubasi 50,109 2 27,636 11,916 3,40 ,000 

KonsentrasiSubstrat * 

LamaInkubasi 
67,272 6 11,170 4,773 

2,51 
,001 

Error 56,381 24 2,349    

Total 321,644 36     

 

b. Pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim protease 

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

substrat terhadap aktivitas enzin protease 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Pengaruh lama inkubasi terhadap aktivitas enzim protease 

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

inkubasi terhadap aktivitas enzin protease 

   

 

 

 

 

 

KonsentrasiSubst

rat 

N Subset 

1 2 3 4 

Duncan a.b 0,5% 9 ,9949    

                  1% 9  2,8447   

                  2% 9   4,6103  

                  1,5% 9    6,4488 

                   Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 

LamaInkubasi N Subset 

1 2 

30menit 12 2,3419  

50menit 12 3,6074  

40menit 12  5,2247 

Sig.  ,054 1,000 
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d. Interaksi antara konsentrasi substrat dan lama inkubasi terhadap aktivitas 

enzim protease 

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

antara konsentrasi substrat dan lama inkubasi terhadap aktivitas enzin protease  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interaksi N Subset 

1 2 3 4 5 

K1L1 3 ,7590     

K1L2 3 ,8473     

K1L3 3 1,3783 1,3783    

K2L1 3 1,5587 1,5587    

K2L2 3 2,9443 2,9443 2,9443   

K3L1 3 3,3457 3,3457 3,3457 3,3457  

K4L1 3 3,7043 3,7043 3,7043 3,7043  

K4L3 3  4,0173 4,0173 4,0173  

K2L3 3  4,0310 4,0310 4,0310  

K3L3 3   5,0030 5,0030  

K4L2 3    6,1093  

K3L2 3     10,9977 

Sig.  ,057 ,085 ,172 ,070 1,000 
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Lampiran 4 . Dokumentasi Penelitian 

 

Gambar a. Media NB   

                    

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. Konsentrasi substrat kasein konsentrasi 0,5 , 1%, 1,5% dan 2% 

                                 

Gambar f. Ezim kasar sebelum perlakuan  
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Gambar g. Sampel enzim protease yang telah diberi perlakuan dan akan 

diukur absorbansinya dengan spektrofotometer  

 

  



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 
 

 


