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ABSTRAK 

 

Wibowo, Dimitri A. 2021. Pengaruh Suhu dan Volume Enzim Terhadap 

Aktivitas Protease yang Dihasilkan Oleh Weissella confusa. Skripsi. 

Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri 

Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Anik Maunatin, S.T., 

M.P; PembimbingII: Ahmad Abtokhi, M.Pd. 

Kata Kunci: Bakteri Proteolitik, Enzim Protease, BAL, Weissella confusa 

            

Bakteri proteolitik merupakan bakteri yang memiliki kemampuan untuk 

memproduksi enzim protease. Enzim protease yang diproduksi didalam sel akan 

dilepaskan keluar sel untuk mendegradasi protein. Bakteri yang dapat 

menghasilkan enzim protease salah satunya adalah bakteri asam laktat (BAL). 

Weissella confusa merupakan salah satu jenis bakteri asam laktat yang dapat 

menghasilkan enzim protease. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh 

suhu dan volume enzim terhadap aktivitas protease yang dihasilkan oleh bakteri 

Weissella confusa. Aktivitas protease diukur secara kuantitatif menggunakan 

metode Bergmeyer dan Grassal (1983) dengan variasi suhu 30°C, 40°C, 50°C, 60°C 

dan diuji menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 753,9 nm. 

Aktivitas enzim protease optimum dari Weissella confusa pada suhu 40ºC dengan 

nilai 9,7322 x 10-3 U/mL. Suhu dengan aktivitas terbaik digunakan untuk uji 

aktivitas proteolitik pada volume enzim 0,5 mL; 1,0 mL; 1,5 mL; 2,0 mL. Aktivitas 

enzim protease menunjukkan nilai tertinggi pada volume enzim 0,5 mL dengan 

nilai 1,5921 x 10-2 U/mL. 
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ABSTRACT 

 

Wibowo, Dimitri A. 2021. Effect of Temperature and Enzyme Volume on 

Protease Activity Produced by Weissella confusa. Thesis. 

Department of Chemistry, Faculty of Science and Technology, State 

Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang. Advisor I: Anik 

Maunatin, S.T., M.P; Advisor II: Ahmad Abtokhi, M.Pd. 

Keyword: Proteolytic bacteria, Protease enzymes, BAL, Weissella confusa 

            

Proteolytic bacteria is bacteria that has the ability to produce protease enzymes. 

Protease enzymes that were produce in cells will be released outside the cells to 

degrade proteins. One of the bacteria that can produce the protease enzyme is lactic 

acid bacteria (LAB). Weissella confusa is a lactic acid bacteria that can produce 

protease enzymes. This research was conducted to determine the effect of 

temperature and enzyme concentration on protease activity produced by Weissella 

confusa. The protease activity was measured by Bergmeyer and Grassal method 

(1983) with variations in temperature of 30°C, 40°C, 50°C, 60°C and tested using 

a spectrophotometer at a wavelength of 753.9 nm. The optimum activity of 

Weissella confusa at a temperature of 40ºC with a value of 9.7322 x  10-3 U/mL. 

The temperature with the best activity was used to test the proteolytic activity at 0.5 

mL; 1.0 mL; 1.5 mL; 2.0 mL enzyme volume. The activity of the protease enzyme 

showed the highest value at a 0.5 mL enzyme concentration of 1.5921 x 10-2 U/mL. 
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  مستخلص البحث

تأثير درجة الحرارة وحجم الإنزيم على نشاط  الإنزيم الوويني    . 2021ويباوا، ديمتري أ. 
(. البحث العلمي. قسمم  Weissella confusa)  الذي حصا  علني  وسساك نفنسف اط

الكيمياء كلية العلوم والتكنولوجيا جامعة مولانا مالك إبراهي  الإسمممممممممممية ا كومية  
مالانج. المشمممممممر:ة انو م وان، معونة، الماجسمممممممت: والمشمممممممر  ال ا م أ   أب حي، 

 الماجست:.
م بكتري بروتيليتيمك، الإنيم  الووتي،،بكتر     اللبنيمك، ويسممممممممممممممم الكلماط  افستاطحنياة

 (Weissella confusaكونفوسا )
            

لإنيم  الووتي،. ثم يفصل الإنيم  كان بكتر  بروتيوليتيك بكتر  لها ق رة ولى إنتاج ا
الووتي، الميي   إنتماجم  لخ اةليمة همارجحما لتحلمل الووتل. ميا البكتر ص ال   صمممممممممممممممل  

(  Weissella confusaولى الإنيم  الووتي، بكتر     اللبنيك. :أما ، ويسمم كونفوسما )
لووتي،. وهيا البحث   :حي بكتر     اللبنيك ال  يمكيا لها أن  صمممممل ولى الإنيم  ا

القيام ب  لمعر:ة . تأث: درجة ا رارة وحج  الإنيم  ولى نشاط الإنيم  الووتي، اليي حصل  
(. :تقاس أنشمممم ة الإنيم  الووتي، دسممممت  ام Weissella confusaولي  ويسممممم كونفوسمممما )
ج °30 ا رارة( بأنواع درجاص Bergmeyer dan Grassal( )1983طريقة ب:غم: وغراسما  )

ج وسممممميت  اريبحا دسمممممت  ام مقياس ال يط الممممممو ي ب و  موجة  °60، ج  °50، ج 40° ،
 Weissellaنانو متر. :توج  أنشمممم ة الإنيم  الووتي، انم ل ميا ويسممممم كونفوسمممما ) 753,9

confusa  9,7322ج بنتيجمة  °40( لخ درجمة ا رارة  x   3- 01  ملي لتر. :كمانمد درجمة ا رارة
ميلي  1,0:  ميلي لتر 0,5بنشمممماط أحسمممميا تسممممت  م لتجربة بكتر  بروتيوليتيك  ج  الإنيم  

ميلي لتر. ت   أنش ة الإنيم  الووتي، ولى قيمة أولى  ج  الإنيم   2,0:  ميلي لتر 1,5:  لتر
  ميلي لتر. 1,5921x 2 -10ميلي لتر حجم   0,5
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang  

Enzim merupakan katalis yang sangat efisien dalam pengubahan substrat 

menjadi produk. Reaksi yang dikatalisis oleh enzim memiliki energi aktivasi yang 

lebih rendah, sehingga membutuhkan lebih sedikit waktu untuk membentuk produk 

(Pelezar dan Chan, 2005). Enzim dapat diisolasi dari beberapa sumber diantaranya 

tumbuhan, hewan, dan mikroorganisme. Penggunaan tumbuhan atau hewan sebagai 

sumber dari enzim memiliki keterbatasan jumlah dikarenakan pertumbuhan dari 

keduanya membutuhkan waktu yang relatif lama. Menggunakan mikroorganisme 

sebagai sumber enzim memiliki beberapa kelebihan diantaranya dapat tumbuh pada 

substrat yang ekonomis, lebih mudah ditingkatkan hasilnya melalui kondisi 

pertumbuhan dan rekayasa genetik (Yuniati dkk., 2015), serta kondisi produksi 

yang tidak tergantung pada musim dan waktu proses produksi (Poernomo, 2003).  

Protease merupakan enzim yang berfungsi mengkatalisis pemutusan ikatan 

peptida pada protein (Puspitasari dkk, 2012). Menurut Gupta (2002) enzim  

protease serin alkali dari  Bacillus subtilisin memiliki daya hidrolisis protein sangat 

tinggi sebagai komponen untuk detergen. Selain itu, dalam bidang kesehatan  

protein diperlukan untuk membawa kalsium yang terikat pada protein dalam darah, 

kekurangan protease dapat menyebabkan artritis, osteoporosis dan penyakit-

penyakit lain yang berkaitan dengan kekurangan kalsium (Yati dkk., 2011).  

Menurut Yusriah dan Kuswytasari (2013) bakteri  proteolitik banyak
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digunakan industri produk kulit, pengempukan daging, hidrolisat protein, produk-

produk makanan, maupun pengolahan limbah industri.  

Menurut Hardiningsih., dkk (2006) bakteri asam laktat tidak bersifat patogen 

sehingga aman jika digunakan pada industri pengawetan makanan dan minuman. 

BAL dapat menghasilkan enzim seperti protease, α-amilase, fitase, kitinase dan 

lipase. Sistem proteolitik pada bakteri asam laktat bersifat kompleks yang berperan 

pada pembentukan flavour dan meningkatkan jumlah peptida dan asam amino 

bebas dalam produk fermentasi (Piraino dkk., 2008). Peran besar dari bakteri dalam 

proses enzimatis ini sesuai dengan sabdah Allah SWT dalam Q.S Ali Imran (3) ayat 

191 bahwa segala sesuatu yang diciptakan tidak ada yang     sia-sia.  

وهص  وَالْاَ رْض ِۚ ربَمَّنَا مَا   ْ هَلْ،  السَّمه َ ق يَامًا وَّقمُعُوْدًا وَّوَلهى جُنمُوْبِ  ْ  وَيمَتمَفَكَّرُوْنَ لخ  الَّي يْيَا ييَْكُرُوْنَ اللّهٰ
نَكَ َ:ق نَا وَيَابَ النَّار  - ١٩١ يَا دَط مًِۚ سُبْحه  هَلَقْدَ هه

 

Artinya: “(Yaitu) Orang-orang yang mengingat Allah SWT sambil berdiri atau 

duduk atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang 

penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): “Ya Tuhan kami, tidalah 

engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, maka 

peliharalah kami dari siksa neraka.”” Q.S Ali Imran (3): 191. 

 

Ayat di atas menjelaskan bahwa bagi manusia yang selalu berfikir tentang 

penciptaan langit dan bumi akan memahami bahwa Allah SWT menciptakan segala 

sesuatu yang ada di dunia ini dengan manfaatnya masing-masing. Menurut Al-

Jazairi (2008) lafadz  ًيَا  دَط م  bermaksud bahwa Allah SWT tidak ربَمَّنَا مَا  هَلَقْد   ههَ

menciptakan segala sesuatunya dengan sia-sia tanpa adanya hikmah dan tujuan 

apapun. Dibalik sesuatu yang dianggap merugikan terkandung manfaat yang 

mungkin belum diketahui, dengan penelitian ini dapat diketahui bahwa bakteri yang 
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sering dianggap merugikan memiliki banyak manfaat. Penelitian ini dilakukan 

untuk mengetahui bahwa bakteri Weissella confusa memiliki kemampuan 

memproduksi enzim protease.  

 Genus Weissella merupakan Gram-positif, katalase-negatif, non-endospora 

dan merupakan BAL berbentuk batang (Kamboj, 2015). Bakteri jenis Weissella 

dapat diisolasi dari berbagai sumber seperti tanah, sayuran segar, daging, ikan, 

silase yang difermentasi dan makanan yang difermentasi (Björkroth dkk., 2002). 

Weissella confusa merupakan salah satu spesies Weissella yang penyebarannya  

paling luas dalam makanan, strain spesies ini telah terbukti bertindak sebagai 

probiotik dan berteknologi (Fusco, 2011). Aktivitas proteolitik bakteri Weissella 

confusa bersifat stabil terhadap suhu tinggi dan kondisi asam (Tenea dkk., 2018). 

Menurut Fusco., dkk (2015) bakteri Weissella confusa  yang diisolasi dari berbagai 

sumber makanan diketahui menghasilkan berbagai produk seperti asam laktat, 

peptide antibakteri (bakteriosin) dan eksopolisakarida. Dubey dan Kadirvelu (2018) 

menyatakan bahwa bateriosin yang dihasilkan dari Weissella confusa AJ79 

ditemukan aktif dan stabil pada suhu dan pH yang berbeda, sensitive terhadap 

enzim proteolitik, stabil dengan deterjen yang berbeda dan dapat menghambat 

sejumlah besar varietas mikroorganisme patogen.    

Faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas enzim diataranya adalah suhu, pH, 

konsentrasi substrat dan enzim yang digunakan, waktu inkubasi serta aktivator dan 

inhibitor (Hames dan Hoper, 2005). Enzim membutuhkan sejumlah panas untuk 

dapat aktif, oleh karena itu suhu sangat mempengaruhi aktivitas suatu enzim. 

Aktivitas enzim akan meningkat sebanyak dua kali lipat seiring dengan peningkatan 
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suhu sebasar 10ºC, hingga mencapai titik optimum. Peningkatan suhu diatas titik 

optimum akan menyebabkan enzim mengalami denaturasi (Pratiwi, 2008).   

Haq dan Mukhtar (2006) menyatakan isolat Lactobacillus paracasei memiliki 

aktivitas protease terbaik pada suhu 35ºC yaitu sebesar 7,28 U/mg. Bakteri 

Weissella confusa dapat hidup pada rentan suhu 25, 35, 42 ºC (Olano dkk., 2001). 

Menurut Shukla dan Arun (2011) aktivitas maksimum yang ditunjukkan oleh 

bakteri Weissella confusa pada suhu 25ºC yaitu 6.1 U/mL. Menurut Oke dan 

Onilude (2014) oleh BAL Pediococcus acidilactici menunjukkan aktivitas 

optimum pada volume ekstrak kasar enzim 2,5 mL yaitu sebesar 80 U/mL.   

Aktivitas proteolitik merupakan faktor utama dalam strain bakteri asam laktat 

(Yusmarini. 2010), mengingat luasnya penggunaan bakteri Weissella confusa pada 

bidang bioteknologi perlu dilakukan pengamatan terhadap aktivitas proteolitiknya 

dalam berbagai keadaan. Berdasarkan faktor yang mempengaruhi kerja enzim suhu 

dan nilai pH menjadi salah satu faktor terbesar yang perlu diketahui. Tujuan 

dilakukannya penelitian ini untuk mengetahui pengaruh dari suhu dan volume 

enzim terhadap aktivitas protease yang dihasilkan oleh bakteri Weissella confusa. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka dapat dirumuskan suatu 

permasalahan yaitu: 

1. Bagaimana pengaruh suhu terhadap aktivitas protease yang dihasilkan oleh 

bakteri Weissella confusa? 

2. Bagaimana pengaruh volume enzim terhadap aktivitas protease yang dihasilkan 

oleh bakteri Weissella confusa? 
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1.3 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini untuk: 

1. Untuk mengetahui pengaruh suhu terhadap aktivitas protease yang dihasilkan 

oleh bakteri Weissella confusa. 

2. Untuk mengetahui pengaruh volume enzim terhadap aktivitas protease yang 

dihasilkan oleh bakteri Weissella confusa. 

 

1.4 Batasan Masalah 

Batasan masalah pada percobaan ini diantaranya: 

1. Enzim protease berasal dari Weissella confusa hasil isolasi dari susu kacang 

tanah dari penelitian sebelumnya. 

2. Variasi suhu yang digunakan diantaranya 30 ºC, 40 ºC, 50 ºC, 60ºC. 

3. Variasi volume enzim yang digunakan diantaranya 0,5 mL; 1,0 mL; 1,5 mL; 

2,0 mL. 

4. Metode uji aktrivitas protease yang digunakan merupakan metode spektroskopi 

UV-Vis. 

 

1.5 Manfaat 

Mafaat yang diharapkan dari penelitian ini yaitu dapat memberikan informasi 

mengenai pengaruh dari suhu dan volume enzim terhadap aktivitas protease yang 

dihasilkan oleh bakteri Weissella confusa.   
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BAB II 

DASAR TEORI  

 

2.1 Bakteri Proteolitik  

Bakteri proteolitik merupakan bakteri yang memiliki kemampuan untuk 

memproduksi enzim protease secara ekstraseluler. Enzim protease yang diproduksi 

didalam sel akan dilepaskan keluar sel untuk mendegradasi protein (Puspitasari 

dkk., 2012). Degradasi protein yang dilakukan oleh enzim protease secara kualitatif 

dapat diidentifikasi dari terbentuknya zona bening disekitaran koloni yang tumbuh 

pada media padat yang mengandung kasein (Saidah, 2014). Berdasarkan cara 

degradasi protein, bakteri proteolitik digolongkan menjadi dua jenis yaitu bakteri 

eksopeptidase dan endopeptidase. Bakteri eksopeptidase merupakan bakteri yangg 

memecah protein dari arah luar dan menghasilkan asam amino. Bakteri 

endopeptidase memecah protein dari arah dalam dan menghasilkan polipeptida 

(Toha, 2001). 

ْ  ك تهبٍ مُّب لٍْ - ٦  وَمَا م يْا دَاۤبَّةٍ فِ  الْاَرْض  ا لاَّ وَلَى اللّهٰ  ر زْقمُحَا وَيمَعْلَُ  مُسْتمَقَرَّهَا وَمُسْتمَوْدَوَحَا ۗ كُلٌّ لخ 

Artinya: “Dan tidak satupun makhluk bergerak (bernyawa) di bumi melainkan 

semuanya dijamin Allah rezekinya. Dia mengetahui tempat kediamannya 

dan tempat penyimpanannya. Semua (tertulis) dalam Kitab yang nyata 

(Lauh Mahfuzh)”. Q.S Hud (11): 6 

 

Q.S Hud (11) ayat 6 menjelaskan bahwa Allah SWT memberi dan menjamin 

rezki kepada setiap makhluk ciptaan-Nya. Allah SWT mengetahui tempat 

berdiamnya makhluk, baik ketika hidup maupun  setelah matinya. Semuanya 

tersebut telah ditulis dalam kitap yang nyata, kitab yang berisi qadha yang telah 

ditentukan (Al-Qarni, 2007). Kehidupan seluruh makhluk dimuka bumi
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telah ditentukan oleh takdir Allah SWT, tidak ada satupn makhluk yang terlupakan. 

Kemampuan menghidrolisis protein yang berada dalam substrat dan 

menjadikannya untuk kelangsungan hidupnya merupakan salah satu bentuk rezki 

yang diberikan Allah SWT pada bakteri proteolitik. 

Hidrolisis protein merupakan reaksi penambahan-penghilangan, dimana 

protease bertindak sebagai nukleofili atau bereaksi dengan membentuk satu 

molekul air. Hidrolisis protein dalam sel eukariotik terdiri dari dua tahap. Tahapan 

pertama yaitu protein mengalami modifikasi oksidatif untuk menghilangkan 

aktivitas enzimatik. Tahapan kedua adalah penyerangan protease yang berfungsi 

untuk mengktalisis degradasi protein (Toha, 2001). Hidrolisis suatu protein sebagai 

makromolekul bertujuan untuk menganalisis senyawa atau komponen 

penyusunnya. Komponen penyusun dari protein diantaranya adalah peptide sebagai 

sub makromolekul, asam amino sebagai unit molekul, dan C, H, O, N, S, P, Fe, Cu, 

Zn, dan I sebagai komponen unsur kimianya (Hawab, 2004). 

 

2.2 Enzim Protease  

Protease merupakan enzim yang berfungsi untuk menghidrolisis protein 

menjadi senyawa yang lebih sederhana seperti polipeptida dan asam amino (Deng 

dkk., 2010). Enzim protease dapat diisolasi dari tumbuhan, hewan, dan 

mikroorganisme. Penggunaan tumbuhan sebagai penghasil protease sangat 

terbatas, karena membutuhkan peralatan berat untuk mengghancurkan jaringan 

tanaman yang besar dan keras (Lehninger, 2005) dan lamanya waktu tumbuh 

tumbuhan. Produksi protease menggunakan hewan juga terbatas karena kurangnya 

ketersediaan ternak penghasil enzim. Produksi enzim protease menggunakan 
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mikroorganisme lebih menguntungkan karena pertumbuhannya yang lebih cepat, 

ekonomis, dan dapat ditingkatkan hasilnya melalui pengaturan kondisi 

pertumbuhan dan rekayasa genetik (Yuniati dkk., 2015).  

Enzim protease terdiri dari berbagai jenis, berdasarkan jenis residu asam amino 

dalam sisi aktifnya dibedakan menjadi empat golongan.  Pertama, protease serin 

memiliki residu serin pada gugus aktifnya dan bersifat endopetidase. Contoh dari 

protease serin yaitu, tripsin, kimotripsin, dan subtilin. Kedua, protease sulfihidril 

yang memiliki residu sulfihidril pada gugus aktifnya. Contoh dari protease 

sulfihidril yaitu papain dan bromielin. Ketiga, protease karboksil memiliki dua 

gugus karboksil pada gugus aktifnya, kereaktifan gugus karboksil dapat dihambat 

oleh p-bromo fenasilbromida. Contoh dari protease karboksil adalah pepsin dan 

renin (Cuesta dkk., 2015). Keempat, protease logam memiliki residu logam pada 

gugus aktifnya, kereaktifan dari protease ini dipengaruhi oleh keberadaan logam 

dan dihambat oleh EDTA. Contoh dari protease logam adalah enzim peptidase 

(Choliq. 2008).  

 

2.3 Faktor-Faktor yang Mempengarui Kerja Enzim  

Kemampuan enzim protease dalam menghidrolisis protein dapat dipengaruhi 

oleh bebeerapa faktor diantaranya suhu, volume enzim dan substrat, pH, adanya 

senyawa inhibitor dan aktivator (Pratiwi. 2008). 

 

2.3.1 Suhu 

Suhu merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi kerja enzim, hal ini 

dikarenakan enzim membutuhkan sejumlah panas untuk dapat aktif. Peningkatan 
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suhu menyebabkan meningkatnya aktivitas enzim hingga titik optimum. 

Peningkatan suhu lebih dari suhu optimumnya menyebabkan ikatan pada enzim 

melemah dan akan terdenaturasi (Pratiwi. 2008). Menurut Shukla dan Arun (2011) 

bakteri Weissella confusamencapai aktifitas optimum pada suhu 25°C. Menurut 

Kajala., dkk (2015)  aktivitas enzim pada Weissella confusa 392-rDSR mengalami 

penigkatan dari suhu 25°C hingga 35°C, kemudian mengalami penurunan pada 

suhu 40°C. 

 

2.3.2 pH 

 pH lingkungan berpengaruh terhadap kecepatan enzim dalam mengkatalisis 

suatu reaksi. Konsentrasi ion hidrogen pada saat reaksi mempengaruhi struktur tiga 

dimensi dari enzim dan aktivitasnya. Setiap enzim memiliki kondisi pH optimum 

masing-masing yang menjadi kondisi paling kondusif dari enzim untuk mengikat 

substrat (Leninger 2005). Perubahan konsentreasi ion hidrogen dapat menyebabkan 

enzim terdenaturasi, karena adanya gangguan terhadap interaksi non-kovalen yang 

menjaga kestabilan struktur tiga dimensi enzim (Baehaki dkk., 2005). Menurut 

Kajala., dkk (2015) pH optimum untuk aktivitas enzim Weissella confusa 392-

rDSR adalah 5,4. Amari., dkk (2013) menyatakan bahwa bakteri Weissella confusa 

yang diisolasi dari gandum sourdough  menunjukkan aktifitas pada pH 3,5-7,5.  

 

2.3.3 Volume Enzim dan Substrat 

Hubungan antara volume enzim dan substrat pada reaksi enzimatis yaitu, bila 

konsentrasi substrat tetap maka kenaikan laju reaksi berbanding lurus dengan 

volume enzim, sedangkan bila volume enzim yang tetap, maka kenaikan laju reaski 
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berbanding lurus dengan konsentrasi substrat (Pratiwi, 2008). Konsentrasi substrat 

yang rendah akan menyebabkan enzim tidak dapat mencapai kondisi optimal. 

Meningkatnya konsentrasi substrat berbanding lurus dengan meningkatnya 

kecepatan reaksi. Kecepatan maksimum (Vmaks) suatu reaksi mengakibatkan 

enzim menjadi jenuh oleh substratnya sehingga tidak dapat meningkatkan laju 

reaksi (Baehaki dkk., 2005). 

 

2.3.4 Senyawa Aktivator dan Inibitor 

Kecepatan reaksi enzimatis dipengaruhi oleh ion logam, ion logam ini dapat 

berperan sebagai aktivator atau inhibitor. Senyawa aktifator dan inhibitor bekerja 

saling berlawanan. Senyawa aktifator merupakan senyawa yang dapat 

menyebabkan peningkatan laju reaksi. Senyawa inhibitior yang ditambahkan pada 

reaksi enzimatis dapat menurunkan laju reaksi. Peningkatan dan penurunan laju 

reaksi diakibatkan ion logam dapat bersaing dengan substrat untuk berikatan 

dengan sisi aktif enzim sehingga. Aktivator maupun inhibitor dapat berikatan 

dengan sisi aktif enzim dikarenakan memiliki struktur tiga dimensi yang mirip 

dengan substrat (Pratiwi 2008). Ion logam yang dapat bertindak sebagai aktivator 

atau inhibtor pada reaksi enzimatis diantaranya, Ca, Mg, Zn, dan Fe (Emmanuelle, 

2013). 

 

2.4 Bakteri Asam Laktat 

Bakteri asam laktat (BAL) merupakan bakteri Gram positif  berbentuk batang 

atau kokus, tidak motil, tidak menghasilkan spora, bersifat katalase negatif, tahan 

terhadap kondisi asam, dan bersifat anaerob fakutatif (Hutkins, 2006). BAL 
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merupakan sumber bermacam-macam enzim seperti enzim proteolitik, peptidolitik, 

glikosidase, pendegradasi polisakarida, urease, malolaktik, fenoloksidase, dan 

lipase (Matthews, 2004). BAL dikenal sebagai bakteri yang menguntungkan, dan 

aman untuk dikansumsi. Penggunaan bakteri asam laktat pada makanan diantaranya 

pada produksi tempe, tahu, kecap, yoghurt, mentega dan keju (Mutia, 2013). 

Pemanfaatan lain dari  BAL diantaranya sebagai antimikroba, antikolesterol, efek 

stimilasi imun, meningkatkan penyerapan laktosa oleh tubuh, mencegah diare, dan 

aktivitas antimutagenik sehingga dapat mencegah penyakit kangker (Surono, 

2004). BAL diklasifikasikan menjadi beberapa genus berdasarkan perbedaan 

morfologi, jenis fermentasi glukosa, perbedaan suhu pertumbuhan, produksi asam 

laktat, kemampuan untuk tumbuh pada konsentrasi garam tinggi, dan toleransi 

terhadap asam, basa, serta garam (Axelsson, 2004).  

Berdasarkan  jalur  fermentasi yang utama, BAL dibedakan menjadi dua jenis 

yaitu, homolaktat (homofermentatif) dan heterolaktat (heterofermentatif). BAL 

Fermentasi homolakatat (homofermentatif) merupakan metabolisme menghasilkan 

sejumlah besar asam laktat pada kondisi standar (Axelsson, 2004). Fermentasi jenis 

ini terjadi pada kondisi glukosa yang banyak dengan oksigen yang terbatas. Contoh 

BAL yang melakukan metabolisme jenis ini diantaranya adalah, Lactobacillus, 

Lactococcus, Enterrococcus, streptococcus, dan Pediococcus (Suwardana, 2007). 

BAL heterolaktat (heterofermentatif) selain menghasilkan asam laktat juga 

menghasilkan karbondioksida, alkohol, ester dan beberapa jenis asam volatil 

lainnya dalam jumlah yang sedikit (Axelsson, 2004). BAL yang melakukan 

metabolisme jenis ini diantaranya adalah bakteri Loeconostocs, beberapa 

Lactobacilli, Oenococci, dan Weisella (Suwardana, 2007).  
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2.4.1 Weissella confussa  

Weissella merupakan bakteri jenis Gram-positif, katalase-negatif, dan non-

endospora berbentuk batang. Weissella sering salah diidentifikasi sebagai 

Lactobacillus spp. atau organisme mirip Lactobacillus oleh metode identifikasi 

fenotip tradisional dan komersil (Kamboj, 2015). Bakteri jenis Weissella dapat 

diisolasi dari berbagai sumber seperti tanah, sayuran segar, daging, ikan, silase yang 

difermentasi dan makanan yang difermentasi (Björkroth dkk., 2002). Spesies 

Weissella yang telah teridentifikasi dengan baik, diantaranya spesies W. confusa, 

W. beninensis, W. ceti, W cibaria, W. diestrammenae, W. fabalis, W. fabaria, W. 

ghanensis, W. halotolerans, W. hellenica, W. kandleri, W. koreensis, W. minor, W. 

oryzae, W. paramesenteroides, W. soli, W. thailandensis, W. uvarum, W. 

Viridescens  (Fusco, 2015). Weissella confusa menjadi salah satu spesies Weissella 

yang penyebarannya  paling luas dalam makanan (Fusco, 2011), hal ini dikarenakan 

sifat nya dinilai aman untuk tubuh manusia dibandingkan spesies lainnya (Sturino, 

2018). Potensi Weissella confusa selain dalam bidang fermentasi makanan yaitu 

sebagai antibakteri dan efisiensi anti-inflamasi (Dey dkk., 2019), bakteri ini juga 

berpotensi sebagai probiotik (Lee dkk., 2012). 

 Weissella confusa merupakan salah satu spesies Weissella yang memiliki 

aktivitas proteolitik. Sistem protease dan peptidase yang kompleks pada BAL 

memungkinkan mereka menggunakan kasein sebagai sumber asam amino dan 

nitrogen (Tulini dkk., 2015), aktivitas proteolitik dapat menyebabkan pembentukan 

peptida dengan sifat bioaktif sebagai anti mokroba dan anti hipertensi (Korhonen, 

2009). Menurut Sharma., dkk (2018) Weissella confusa memiliki kemampuan 
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mendegradasi kasein dan menunjukkan adanya aktivitas proteolitik meskipun tidak 

menunjukkan aktivitas amilolitik dan lipolitik. Weissella confusa dapat hidup pada 

suhu 25-42°C (Olano dkk., 2001). Lee., dkk (2012) dan Abushelaibi., dkk (2017) 

melaporkan toleransi spesies Weissella confusa, Weissella cibaria dan 

Lactobacillus hingga 60ºC. Bakteri Weissella confusa yang berhasil diisolasi dari 

gandum sourdough menunjukkan aktifitas pada suhu 25-50°C dan pada pH 3,5-7,5 

(Amari dkk., 2013). Menurut Shukla dan Arun (2011) aktivitas maksimum yang 

ditunjukkan oleh bakteri Weissella confusa pada suhu 25°C dan pH 5,4 sebesar 6.1 

U/mL.  

 

2.5 Uji Aktivitas Protease  

Aktivitas protease ditentukan dengan mengukur kadar asam amino sebagai hasil 

hidrolisis protein dalam substrat oleh enzim protease (Soeka dan Sulistyani, 2014). 

Aktivitas enzim protease dukur dengan menggunakan metode Bergmeyer dan 

Grassal (1983) yang mengguanakan kaein sebagai substratnya. Prinsip kerja dari 

metode bergmeyer dan Grassal (1983) yaitu pengukuran asam amino dari tirosin 

yang terhidrolisis dan dpisakan dari kasein. Enzim protease menghidolisis kasein 

dibantu oleh air menjadi asam amino dan peptida. Laju pembentukan peptide 

menjadi tolak ukur terhadap nilai aktivitas katalis protease. Setelah itu, substrat 

yang telah dihidrolis ditambahkan asam trikloroasetat (TCA) 

Penambahan TCA berfungsi untuk menghentikan reaksi enzimatik. Asam 

trikloroasetat merupakan agen pengendap protein yang baik dan konsentrasi 10 % 

asam trikloroasetat dapat mengendapkan protein dengan maksimal (Rajalingnam,  

dkk., 2009). Pemisahan asam amino dan peptida dibantu dengan sentrifugasi untuk 
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mempercepat proses pemisahan. Kemudian, filtrat yang didapat ditambahkan 

Na2CO3 untuk mengikat air yang tersisa pada larutan. Penambahan Na2CO3 juga 

berfungsi untuk menaikkan pH larutan menjadi 11,5 yang merupakan pH optimum 

untuk intensitas dan stabilitas warna biru. Reagen Folin Ciocalteau yang 

ditambahkan akan berikatan dengan asam amino dan menyebabkan perubahan 

warna menjadi hijau kekuningan. Larutan diukur dengan menggunakan 

spestroskopi UV-Vis (Bergmeyer dan Grassal, 1983). 

 

2.6 Spektroskopi UV-Vis  

Spektroskopi UV-Vis merupakan alat pengukur panjang gelomang dari 

intensitas sinar ultraviolet dan cahaya tampak yang diabsorbsi oleh sampel 

(Dachiyanus, 2004). Sinar ultraviolet menyerap pada rentan panjang gelombang 

200-400 nm sedangkan sinar tampak berada pada rentan panjang gelombang 400-

800 nm (Elsair, 2012). Analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis  terdiri dari  

analisis kualitatif dan analisis kuantitatif. Analisis kualitatif meliputi uji kemurnian 

spectrum UV-Vis dan penentuan panjang gelombang maksimum. Analisis secara 

kuantitatif meliputi penentuan konsentrasi sampel (Apratiwi, 2016).  

Spektrofotometer UV-Vis  menggunakan energi elektronik yang cukup besar pada 

molekul yang dianalisis, sehingga sering digunakan pada analisis kuantitatif (Mulja 

dan Suharman, 2009). 

  Prinsip kerja dari Spektrofotometer UV-Vis adalah interaksi antara materi 

dengan radiasi elektromagnetik. Radiasi elektromagnetik yang dipancarkan berupa 

partikel-partikel foton, energi foton berbanding terbalik dengan panjang 

gelombang. Molekul yang menyerap gelombang elekromagnetik menyebabkan 
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elektron tereksitasi dari keadaan dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Eksitasi 

elektron ini direkam dalam bentuk spektrum yang dinyatakan sebagai panjang 

gelombang, absorbansi sesuai jenis elektronnya. Jadi semakin rendah energi yang 

dibuhkan elektronuntuk bereksitasi maka semakin besar panjang gelombang yang 

diabsorbsi (Suhartati, 2017).   

Transisi electron terdiri dari beberapa jenis diantaranya adalah transisi energi  

σ-σ*, n-σ*, π-π*, n-π*. Transisi σ-σ* ini menghasilkan serapan panjang gelombang 

maksimum pada 150 nm. Transisi pada n-σ* menyerap pada panjang gelombang 

maksimal kecil 200 nm. Senyawa yang memiliki orbital σ merupakan merupakan 

senyawa organik jenuh yang tidak memiliki pasangan electron bebas (PEB). 

Kromofor merupakan tipe transisi elektron π yang menyebabkan transisi elekron π-

π* dan n-π*. Kromofor yang menyebabkan transisi π-π* menyerap pada panjang 

gelombang 200 nm, sedangkan kromofor yang menyebabkan transisi n-π* 

memberikan serapan pada maks 300 nm (Dachriyanus, 2004).  
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BAB III 

METODELOGI 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini berjudul “Pengaruh Suhu dan Volume Enzim Terhadap 

Aktivitas Protease yang Dihasilkan oleh Weissella confusa” dilakukan pada 

bulan September 2020 di Laboratorium Biotek, Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan 

Teknologi, Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. 

 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat gelas, 

shaker inkubator, timbangan analitik, laminar Air Flow (LAF), hot plate, oven, 

autoklaf, kawat ose, shaker, vortex, sentrifuge, spectrophotometer UV-Vis, 

Micropipet, kertas sampul, plastic WRAP, kantong plastik tahan panas, cawan 

petri, bunsen dan korek api.  

 

3.2.2 Bahan Penelitian  

Bahan yang digunakan pada penelitian ini diantaranya adalah strain bakteri 

Weissella confusa hasil isolasi dari susu kacang tanah, aquades, alcohol 70% untuk 

desinfektan, alumunium foil, De Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA), De Man 

Rogosa Sharpe Broth (MRSB), Skim Milk Broth (SMB), Skim Milk,  Na2CO3 0,5 

M, tirosin, buffer fosfat pH 7, asam tricloroasetat (TCA), NaCI, reagen Folin, kertas 

label, tissue, kapas. 



17 

 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan secara deskriptif kualitatif dan kuantitatif. Penelitian 

secara diskriptif kualitatif yaitu dilakukan uji produksi enzim protease. Penelitian 

secara deskripsi kuantitatif terdiri dari 2 tahapan. Penelitian tahap pertama untuk 

mengetahui pengaruh variasi suhu 30 ºC, 40 ºC, 50 ºC, 60ºC.  Percobaan dilakukan 

pengulangan 3 kali dan hasil terbaik dari penelitian tahap I dilanjutkan pada tahap 

II. Penelitian tahap kedua yaitu variasi volume enzim yaitu 0,5 mL; 1,0 mL; 1,5 

mL; 2,0 mL terhadap produksi enzim protease yang dihasilkan isolat bakteri 

Weissella confusa.  

 

3.4 Tahapan Penelitian 

1. Tahap Preparasi Alat dan Bahan. 

2. Pembuatan Media. 

a. Media Skim Milk Broth (SMB). 

b. Media De Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA). 

c. Media De Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB).  

3. Regenerasi dan Pembuatan Stok Isolat bakteri Weissella confusa. 

4. Uji Kualitatif produksi protease oleh Weissella confusa. 

5. Produksi Enzim Protease. 

6. sji Aktivitas Enzim Protease dengan Variasi Suhu yaitu 30 ºC, 40 ºC, 50 ºC, 

60ºC.   

7. Uji Aktivitas Enzim Protease dengan Variasi Volume Enzim yaitu 0,5 mL; 1,0 

mL; 1,5 mL; 2,0 mL. 

8. Analisis Data. 
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3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1 Preparasi Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam isolasi bakteri (Erlenmeyer, bluetip, tabung reaksi 

dan cawan petri) dicuci bersih kemudian dikeringkan. Cawan petri dan Erlenmeyer 

dibungkus dengan menggunakan kertas sampul kemudian, dimasukkan kedalam 

kantong plastik tahan panas. Selanjutnya, disterilisasi menggunakan autoklaf pada 

suhu 121ºC, tekanan 1 atm selama 15 menit.  

  

3.5.2 Pembuatan Media 

3.5.2.1 Media Skim Milk Borth  (SMB)  

SMB sebanyak 2,8 gram dimasukkan ke dalam Erlenmeyer berisi 200 mL 

aquades dan dipanaskan hingga larut. Media SMB  yang sudah larut dimasukkan 

kedalam botol masing-masing 40 mL. Media kemudian disterilisasi dalam autoklaf  

pada suhu 121ºC selama  15  menit.  

 

3.5.2.2 Media De Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) 

MRSA sebanyak 6,82 gram dilarutkan pada 100 mL aquades. Dipanaskan 

sampai mendidih sambil diaduk hingga larut. Kemudian, disterilkan dalam autoklaf 

dengan suhu 121ºC selama 15 menit. Media MRSA yang sudah steril ditambahkan 

5 gram susu skim dan dipanaskan hingga laut.  

 

3.5.2.3 Media De Man Rogosa Sharpe Broth  (MRSB) 

MRSB sebanyak 5,225 dimasukkan ke dalam Erlenmeyer berisi 200 mL 

aquades dan dipanaskan hingga larut. MRSB yang sudah larut dimasukkan kedalam 
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botol masing-masing 20 mL. Media disterilisasi dalam autoklaf dengan suhu 121ºC 

selama 15 menit. 

 

3.5.3 Regenerasi dan Pembuatan Inokulum Bakteri Weissella confusa  

Bakteri Weissella confusa diregenerasi pada media MRSA dan diinkubasi pada 

suhu 30ºC  selama 48 jam. Bakteri yang telah diregenerasi digunakan untuk 

pembentukan stok Weissella confusa dengan cara 5 ose biakan bakteri dipindahkan 

kedalam 20 mL media MSRB, kemudian di shaker pada kecepatan 110 rpm selama 

18 jam pada suhu ruang. Inokulum diukur nilai OD (Optical Density)nya dengan 

menggunakan spektroskopi UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm. Nilai OD 

inokulum disetaraan  menjadi OD 0,5. 

 

3.5.4. Uji Aktivitas Protease oleh Weissella confusa Secara Kualitatif  

(Wikandari dkk,. 2011) 

Bakteri Weissella confusa dinokulasikan pada media MRSA-susu skim dengan 

komposisi 2% susu skim. Kemudian, diinkubasi pada suhu 30ºC selama 24 jam. 

Aktivitas bakteri penghasil protease yang berlangsung menghasilkan zona bening 

disekitar koloni. Selanjutnya, diukur diameternya dan ditentukan indeks protease 

(IP). Nilai indeks protease didapatkan dengan cara membagi diameter zona bening 

dengan diameter zona pertubuhan bakteri. Perhitungan indeks protease adalah 

perbandingan luas area bening dengan luas koloni bakteri:  



20 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Pengukuran Zona Bening Bakteri Weissella confusa 

 

Rumus indeks protease : 
𝒂−𝒃

𝒃
... ......................................................................... 3.1 

 

Keterangan: a = diameter zona bening  

b = diameter koloni  

 

3.5.5 Produksi Enzim Protease dari Weissella confusa (Sutandi, 2003) 

Inokulum kerja sebanyak 4 mL disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 

15 menit. Kemudian pelet dipindahkan kedalam 40 ml media SMB dan diinkubasi 

kembali pada shaker selama 24 jam dalam suhu ruang. Ekstrak kasar enzim 

diperoleh dengan mensentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. 

Supernatan yang diperoleh merupakan ekstrak kasar enzim yang digunakan untuk 

penentuan aktivitas enzim. 

 

3.5.6 Uji Protease Kasar 

3.5.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (Dina, 2012) 

Panjang gelombang maksimum dicari dengan mengukur larutan tirosin dengan  

konsentrasi 20 mg/L pada panjang Gelombang 578-800 nm. Panjang gelombang 

yang  

a b 
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menghasilkan absorbansi tertinggi merupakan panjang gelombang maksimum. 

3.5.6.2 Pembuatan Kurva Standart Tirosin (Dina, 2012) 

Tirosin sebanyak 0,01 gram di larutkan dalam aquades menggunakan beaker 

gelas lalu dipindahkan ke labu ukur 100 mL dan diencerkan sampai tanda batas. 

Larutan stok 100 mg/L dipipet berturut-turut 1 mL, 3 mL, 5 mL, 7 mL, dan 9 mL, 

masing-masing diencerkan sampai 10 mL, sehingga menghasilkan konsentrasi 10 

mg/L, 30 mg/L, 50 mg/L, 70 mg/L, dan 90 mg/L. Masing-masing konsentrasi 

diambil sebanyak 1 mL lalu dimasukkan kedalam tabung reaksi. Kemudian masing-

masing konsentrasi tersebut ditambahkan 2,5 mL Na2CO3 0,5 M dan 

dihomogenkan. Kemudian ditambahkan  reagen Folin Ciocalteau 2N sebanyak 0,5 

mL dan dihomogenkan. Selanjutnya diukur absorbansinya menggunakan 

spektrofotometer UV pada panjang gelombang 753,9 nm. Hasil absorbansi yang 

diperoleh kemudian diinterpolasikan dengan konsentrasi yang diukur dengan dibuat 

persamaan linearnya. 

 

3.5.6.3 Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Protease (Karniati, 2015) 

Campuran 1,0 mL enzim, 1,0 mL substrat dan 1,0 mL buffer fosfat 0,1 M pH 

7,0 diinkubasi selama 60 menit pada suhu 30 ºC, 40 ºC, 50 ºC, dan 60ºC. Reaksi 

dihentikan dengan menambahkan 1 mL 0,4 M asam trikoloasetat (TCA). 

Kemudian, diambil sebanyak 0,5 mL dan ditambah dengan 2,5 ml Na2CO3 0,5 M, 

dipreinkubasi selama 10 menit. Reagen Folin Ciocalteau 2N ditambahkan 

sebanyak 0,5 mL kemudian dihomogenkan. Pengujian aktivitas proteolitik 

dilakukan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 753,9 nm 

sehingga diperoleh aktivitas proteolitik optimum pada suhu  tertentu. 
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 Satu unit aktivitas protease didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dapat 

menghasilkan satu μmol produk tirosin per menit pada kondisi optimum 

pengukuran (Sugiyono, 2008). Hasil absorbansi dikonversikan menjadi tirosin. 

Aktivitas enzim protease dihitung dengan rumus sebagai berikut (Nakanishi 1974; 

Khosim dan putra, 2010) 

 

Unit Aktivitas enzim =  ............................................................. 3.2 

Keterangan : v = volume total sampel (ml)  

p = jumlah enzim (ml)  

q = waktu inkubasi (menit)  

fp = faktor pengenceran   

 

3.5.6.4 Pengaruh Volume Enzim Terhadap Aktivitas Enzim Protease (Oke dan 

Onilude, 2014) 

Campuran 0,5 mL; 1 mL; 1,5 mL; 2 mL enzim, 1,0 mL substrat dan 1,0 mL 

buffer fosfat 0,1 M pH 7,0 diinkubasi selama 60 menit pada suhu 40ºC. Reaksi 

dihentikan dengan menambahkan 1 mL 0,4 M asam trikoloasetat (TCA). 

Kemudian, diambil sebanyak 0,5 mL laturan, ditambah dengan 2,5 ml Na2CO3 0,5 

M, dipreinkubasi selama 10 menit. Reagen Folin Ciocalteau 2N ditambahkan 

sebanyak 0,5 mL kemudian dihomogenkan. Pengujian aktivitas proteolitik 

dilakukan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 753,9 nm 

sehingga diperoleh aktivitas protease. 
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3.7 Analisis Data 

Data yang diperoleh dari penelitian ini yaitu aktivitas enzim dari tiga kali 

pengulangan percobaan. Pengolahan data dilakukan menggunakan metode deskriptif 

yang diinterpretasikan sesuai dengan hasil pengamatan yang ada. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Pembuatan Media  

Media merupakan bahan biasanya digunakan untuk isolasi, regenerasi, 

pertumbuhan mikroba, serta sebagai tempat pengujian sifat-sifat fisiologi dan 

perhitungan jumlah koloni (Partic, 2008). Pembuatan media dilakukan secara 

aseptis dan harus disterilisasi untuk menghindari tumbuhnya kontaminan (Daisy, 

2012). Media yang digunakan pada penelitian ini ditunjukkan pada Gambar 4.1 

yaitu  De Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA), De Man Rogosa Sharpe Broth 

(MRSB), dan Skim Milk Broth (SMB). Media MRSA dan MRSB digunakan untuk 

regenerasi dan pembuatan inokulum bakteri Weissella confusa, sedangkan media 

SMB digunakan pada produksi enzim protease.  

   

a b c 

Gambar 4.1 a) Media MRSA; b) Media MRSB; c) Media SMB 

 

Media MRS merupakan media selektif yang biasa digunakan dalam 

pertumbuhan bakteri asam laktat (Subagiyo, 2015). Media selektif yang digunakan 

pada bakteri tertentu menunjukkan bahwa masing-masing bakteri
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membutuhkan nutrisi yang berbeda. Perbedaan ini jika dikaitkan secara implisit 

dengan firman Allah dijelaskan dalam Al-Quran surat Al-A’la (87) ayat 2-3 yang 

berbunyi: 

ىۖ –  ٣ رَ :مَحَ ه  الَّي يْ هَلََ، َ:سَوهٰىۖ – ٢   وَالَّي يْ قَ َّ
 

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

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

A’la(87):2-3

 

Menurut Abdullah (2003) ayat pertama bermaksut Allah SWT menciptakan 

seluruh makhluk yang ada dimuka bumi dan menyempurnakannya dalam bentuk 

yang sebaik-baiknya. Ayat kedua, menurut tafsir Al-Qarni (2007) bermaksut 

bahwa, dan juga memberikankemampuan makhluk-Nya sesuai dengan kadar 

masing-masing. Kemampuan hidup bakteri dalam suatu media tergantung pada 

ketersediaan nutrisi yang dibutuhkan. Senyawa kompleks di dalam media tersebut 

akan dipecah menjadi senyawa yang lebih sederhana. Kemampuan bakteri ini 

merupakan petunjuk bahawa makhluk yang diciptakan-Nya sempurna dan memiliki 

kadarnya tersendiri.  

 

4.2 Regenerasi dan Pembuatan Inokulum Bakteri Weissella confusa 

Regenerasi bakteri merupakan langkah penting yang bertujuan untuk 

mengaktifkan kembali bakteri yang telah inaktif sehingga mampu bekerja secara 

maksimal. Bakteri inaktif menjadi kurang optimal jika digunakan dalam pembuatan 

inokulum (Zein, 2017). Isolat Bakteri Weissella confusa diregernerasi di dalam 

media MRSA dan diinkubasi pada suhu 30ºC selama 48 jam. Regenerasi dilakukan 

secara aseptik agar tidak ada kontaminasi dari bakteri lain. Hasil dari regenerasi 
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ditunjukkan pada Gambar 4.2 (a) terlihat koloni berwarna putih.  Isolat bakteri 

Weissella confusa hasil regenerasi akan digunakan untuk pembuatan inokulum. 

Pembuatan inokulum dilakukan dengan cara menginokulasikan lima ose isolat 

pada media MRSB kemudian diinkubasi pada suhu ruang dengan kecepatan 110 

rpm selama 18 jam. Menurut Goh dan Koshy (2015) bakteri Weissella confusa telah 

mencapai fase eksponensial dalam waktu 18 jam. Sulistyaningtyas (2013) 

menyatakan bahwa bakteri yang berada pada fase eksponensial memiliki jumlah sel 

aktif yang maksimal. MRSB berisi inokulum akan mengalami perubahan warna 

setelah diikubasi selama 18 jam dari bening menjadi keruh seperti yang ditunjukkan 

pada Gambar 4.2 (b). Kekeruhan terjadi karena sel bakteri tumbuh, beregenerasi 

dan mensekresikan enzim pada media.   

 

 

 

 

 

A B 

Gambar 4.2 (a) Hasil Regenerasi Isolat Bakteri Weissella confusa pada Media 

MRSA (b) Inokulum Bakteri Weissella confusa pada Media 

MRSB 

   

Inokulum Weissella confusa yang telah diinkubasi selama 18 jam diukur nilai 

OD-nya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

600 nm. Panjang gelombang yang digunakan berdasarkan warna komlementer pada 

media MRSB yaitu kuning hingga coklat (Febriyansari, 2008). Nilai absorbansi 
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yang didapat kemudian diatur kekeruhannya hingga setara dengan OD 0,5. 

Inokulum ini siap digunakan untuk produksi enzim protease. 

 

4.3 Uji Aktivitas Enzim Protease Secara Kualitatif 

Uji Produksi enzim protease yang dihasilkan oleh Weissella confusa secara 

kualitatif dilakukan terhadap isolat Bakteri Weissella confusa yang telah 

diremajakan. Tujuan dari proses ini yaitu untuk mengetahui kemampuan bakteri 

dalam menghasilkan enzim protease. Uji aktivitas enzim protease secara kualitatif 

dilakukan pada media MRSA yang ditambahkan 2% susu skim dan diinkubasi pada 

suhu 37ºC selama 48 jam. Susu skim yang ditambahkan pada media berperan 

sebagai sumber protein. Menurut Widhyastuti dan Naiola (2002) media yang cocok 

digunakan untuk seleksi bakteri proteolitik yaitu media yang mengandung susu 

skim dan agar. Protease yang diasilkan oleh bakteri akan mendegradasi susu skim 

sehingga menyebabkan terbantuknya zona bening disekitar koloni (Adnan. 2017).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3 Uji Kualtatif Enzim Protease yang Dihasilkan Bakteri  Weissella 

confusa 

 

Uji aktivitas secara kualitatif merupakan gambaran dari proses degradasi 

protein oleh bakteri proteolitik. Degradasi protein oleh protease menjadi asam 

amino meyebabkan perubahan warna putih  menjadi tidak berwarna (Milala dkk., 

a b 
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2016). Zona bening yang terbentuk pada Gambar 4.3 menunjukkan bahwa enzim 

protease yang dilepaskan oleh bakteri Weissella confusa menghidrolisis molekul 

protein yang berada pada susu skim. Menurut Irena (2010) hasil perombakan 

protein ditunjukkan dengan adanya zona bening yang menandakan protein telah 

dirombak menjadi senyawa peptida dan asam amino yang bersifat larut dalam  

media. Nilai indeks protease yang dihasilkan oleh Weissella confusa sebesar 9. 

Besarnya aktivitas protease ditunjukkan dengan nilai indeks protease (IP) yaitu nilai 

dari perbandingan antara diameter zona bening dengan diameter koloni bakteri 

(Soeka dan Sulistiani, 2014).  

 

4.4 Produksi Enzim Protease yang Dihasilkan oleh Weissella confusa 

Enzim protease diproduksi dengan cara mensentrifugasi 4 mL inokulum OD 0,5 

pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit untuk mengambil sel Weissella confusa. 

Sel hasil sentrifugasi dipindahkan kedalam 40 mL media produksi yaitu media 

SMB. Media produksi diinkubasi pada suhu ruang, dengan kecepatan 110 rpm 

selama 24 jam. Proses inkubasi dilakukan selama 24 jam karena bakteri sudah 

mencapai fase stasioner, dimana enzim protease telah diproduksi oleh Weissella 

confusa. Bakteri yang telah mencapai fase stasioner telah berhenti tumbuh, namun 

masih memungkinkan terjadi proses metabolisme dan mengakumulasikan produk 

salah satunya adalah enzim dalam cairan fermentasi.  

 Hasil fermentasi disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. 

Proses sentrifugasi dilakukan dengan tujuan memisahkan sel dan ekstrak kasar 

enzim. Filtrat hasil dari sentrifugasi merupakan enzim protease kasar yang akan 

digunakan dalam uji aktivitas secara kuantitatif.  
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4.5 Kurva Standart Tirosin  

Pengukuran kurva standar dilakukan setelah dilakukan pengukuran panjang 

gelombang maksimum. Pengukuran panjang gelombang maksimum dilakukan 

dengan cara mengukur absorbansi dari salah satu konsentrasi larutan tirosin. Pada 

penelitian ini dilakukan pengukuran pada larutan tirosin 20 mg/L pada panjang 

gelombang 578-800 nm. Hasil dari pengukuran panjang gelombang maksimum 

didapatkan puncak tertinggi pada panjang gelombang 753,9 nm. Panjang 

gelombang maksimum ini akan digunakan unjuk pengukuran kurva standart tirosin 

dan uji aktivitas enzim secara kuantitatif.  

 

Gambar 4.4 Kurva Standar Tirosin 

 

Kurva standart tirosin diperoleh dengan mengukur absorbansi larutan standart 

tirosin pada berbagai konsentrasi. Pengukuran absorbansi dilakukan pada panjang 

gelombang maksimum yang telah ditentukan sebelumnya yaitu 753,9 nm. Data 

konsentrasi dan hasil absorbansi dapat dilihat pada Tabel L.2. Setelah diperoleh 

data absorbansi dari larutan standart, data dioleh menjadi grafik hubungan antara 

absorbansi dengan konsentrasi larutan standar dalam satuan mg/mL. Hubungan 
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antara konsentrasi tirosin dan absorbansi yang ditunjukkan pada Gambar 4.4 

menghasilkan nilai Y= 0,0080x + 0,0062 dan R2 = 0,98.  

 

4.6 Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Protease  

Uji aktivitas enzim protease pada berbagai suhu dilakukan untuk mengetahui 

suhu optimum dari bakteri Weissella confusa dalam menghasilkan enzim protease 

secara maksimal. Uji aktivitas dilakukan dengan menggunakan ekstrak kasar enzim 

yang didapat pada proses produksi enzim. Kasein sebagai yang akan dihidrolisis 

oleh protease diinkubasi pada diinkubasi pada berbagai suhu selama 60 menit. 

Asam amino hasil hidrolisis dipisahkan dari protein yang belum terhidrolisis 

menggunakan asam trikloroasetat (TCA). Asam amino dan peptida akan larut 

dalam TCA, sedangkan protein yang lebih berat akan mengendap. TCA juga 

berfungsi menginaktifkan protease dan menghentikan waktu inkubasi protease.  

Tabel 4.1 Aktivitas Enzim Protease pada Berbagai Suhu 

Suhu (ºC) 
Rerata Aktivitas Enzim  

(U/mL x 10-3) 

30  8,2796  

40  9,7322  

50  9,3946  

60  9,0178  

 

Filtrat yang didapat ditambahkan Na2CO3 di preinkubasi selama 10 menit, 

Na2CO3 yang ditambahkan akan mengikat air yang tersisa pada larutan. 

Penambahan Na2CO3 juga berfungsi untuk menaikkan pH larutan menjadi 11,5 

yang merupakan pH optimum untuk intensitas dan stabilitas warna biru. Reagen 

Folin Ciocalteau yang ditambahkan akan berikatan dengan asam amino dan 
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menyebabkan perubahan warna menjadi hijau kekuningan. Larutan diukur dengan 

menggunakan spestroskopi UV-Vis pada panjang gelombang 753,9 nm. Hasil 

pengukuran Aktivitas protease dari Weissella confusa pada berbagai suhu 

ditunjukkan pada Tabel 4.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5 Aktivitas Enzim Protease pada Berbagai Suhu 

 

Gambar 4.5 menunjukkan bahwa terjadi kenaikan aktivitas enzim protease dari 

suhu 30ºC sampai sehu 40ºC kemudian mengalami penurunan aktivitas pada suhu 

50ºC hingga 60ºC.  Protease mencapai nilai aktivitas pada suhu 40ºC yaitu sebesar  

9,7322 x 10-3 U/mL. Penurunan aktivitas enzim protease pada suhu 50ºC menjadi 

9,3946 x 10-3 U/mL diduga disebabkan terjadinya denaturasi terhadap enzim 

sehingga reaksi enzimatis terganggu. Menurut Utari., dkk (2009) menyatakan 

bahwa penurunan aktivitas enzim akibat dikenai suhu yang melebihi dari suhu 

optimalnya disebabkan oleh perubahan konformasi enzim dan substrat, sehingga 

gugus aktif dari substrat tidak dapat lagi memasuki sisi aktif enzim. 

Peningkatan suhu pada reaksi enzim dapat berpengaruh pada peningktatan laju 

reaksi atau peningktan laju inaktifasi enzim. Enzim dapat bekerja optimal dalam 
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rentan suhu yang berbeda setiap jenisnya (Poedjiaji, 2006). Oke dan Onelude 

(2014) bakteri Pedicoccus acidilactici menghasilkan aktivitas optimum pada suhu 

28ºC. Sulthoniyah., dkk (2015) menyatakan bahwa bakteri Lactobacillus 

plantarum yang diisolasi dari pasta udang memiliki aktivitas optimum pada suhu 

47ºC sebesar 9,7619 U/mL. Peningkatan suhu sebesar 10ºC dapat menyebabkan 

peningktatan altivitas enzim sebanyak dua kali lipat hingga mencapai suhu 

optimum (Bintang, 2010).   

 

4.7 Pengaruh Volume Enzim Terhadap Aktivitas Enzim Protease 

Volume enzim merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi pada besarnya 

aktivitas enzim. Semakin banyak enzim yang tersedia maka semakin banyak pula 

ikatan yang terjadi antara enzim-substrat. Namun, pemberian enzim secara berlebih 

dapat menyebabkan enzim menjadi jenuh sehingga aktivitas enzim yang dihasilkan 

akan menurun (Baehaki dkk., 2005). Uji aktivitas enzim protease pada berbagai 

volume enzim dilakukan untuk mengetahui banyaknya enzim yang dibutuhkan 

untuk menghidrolisis 1mL kasein 1%. Uji aktivitas dilakukan dengan mereaksikan 

ekstrak kasar enzim dengan kasein sebagai substrat yang akan dihidrolisis dan 

diinkubasi pada suhu 40ºC selama 60 menit. Hasil pengukuran Aktivitas protease 

dari Weissella confusa pada berbagai konsetrasi enzim ditunjukkan pada Tabel 4.2.  
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Tabel 4.2 Aktivitas Enzim Protease pada Berbagai Volume Enzim 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.6 Aktivitas Enzim Protease pada Berbagai Volume enzim 

 

Gambar 4.6 menunjukkan hasil uji aktivitas enzim pada berbagai volume enzim 

menunjukkan hasil yang terus menurun seiring dengan penambahan volume enzim. 

Aktivitas enzim protease menunjukkan nilai tertinggi pada volume enzim 0,5 mL 

dengan sebesar 1,5921 x 10-2 U/mL. Penurunan nilai aktivitas enzim protease 

seiring dengan penambahan volume enzim diduga karena enzim dengan volume 0,5 

mL sudah cukup untuk mengikat 1 mL kasein 1%. Sehingga, ketika diberikan 

enzim dengan konsentrasi yang lebih tinggi enzim akan menjadi jenuh sehingga 

mengganggu reaksi enzimatis yang menyebabkan aktivitas enzim menurun. 

Aktivitas optimum enzim protease menurut Oke dan Onelude (2014) bakteri 
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Pedicoccus acidilactici yaitu pada volume ekstrak kasar enzim 2,5 mL sebesar 80 

U/mL. 

 

4.8 Pemanfaatan Enzim Protease Dalam Perspektif Islam  

Penelitian ini menunjukkan bahwa makhluk ciptaan Allah SWT selalu memiliki 

manfaat, walaupun sekecil apapun makhluk tersebut. Allah menjelaskan 

kekuasaanNya dalam menciptakan langit dan bumi serta segala sesuatunya dengan 

tujuannya masing masing.   

نمَحُمَا دَط مً ذۗهل كَ ظَياُّ الَّي يْيَا كَفَرُوْا :مَوَيْلٌ ل لَّٰي يْيَا كَفَرُوْا م يَا النَّارۗ  ٢٧  وَمَا هَلَقْنَا السَّمَاۤءَ وَالْاَ رْضَ وَمَا بمَيمْ

Artinya: “Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada di antara 

keduanya dengan sia-sia. Itu anggapan orang-orang kafir, maka 

celakalah orang-orang yang kafir itu karena mereka akan masuk 

neraka”. (Q.S Shad (38) : 27 ) 

 

Surat Shad (38) ayat 27 menjelaskan bahwa semua ciptaanya dilangit dan bumi 

memiliki manfaat bagi kehidupan manusia. Berdasarkan keimanannya manusia 

dapat mengambil manfaat dari setiap ciptaan-Nya dan celakalah bagi manusia yang 

menganggap bahwa hal-hal yang diciptakannya tidak memiliki tujuan. Bakteri 

diciptakan bermacam-macam jenis dengan manfaatnya masing-masing. Jenis 

bakteri salah satunya adalah jenis bakteri proteolitik. Bakteri proteolitik 

menghasilkan enzim protease yang memiliki kemampuan untuk mendegradasi 

protein. Peran bakteri sebagai agen pendegradasi dijelaskan pada Q.S Az-Zumar 

(75) ayat 21:  

    ٗ ٗ   زَرْوًا مُُّّْتَل فًا الَْوَانُ  ٗ   يمَنَاب يْعَ   فِ   الْاَرْض   ثُمَّ  يُُْر جُ  ب   َ انَمْيَمَ  م يَا السَّمَاۤء  مَاۤءً َ:سَلَكَ  الََْ تمَرَ انََّ اللّهٰ
ُو    الْالَْ بَاب   ࣖ - ٢١ ْ  ذهل كَ  لَي كْرهى لا  ٗ   حُ اَمًا ۗا نَّ  لخ   ثُمَّ  يحَ يْجُ   َ:تَرهى ُ  مُصْفَرًّا ثُمَّ  يََْعَلُ 
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Artinya: “Apakah engkau memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah 

menurunkan air dari langit, lalu Dia mengalirkan menjadi mata air- 

mata air dibumi, kemjudian mengeluarkan dengannya tanaman-

tanaman yang bermacam-macamwarnanya, lalu ia menjadi kering, lalu 

engkau melihatnya kekuningan-kuningan, kemudian menjadikannya 

hancur. Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat pelajaran bagi 

Ulil Albab”. Q.S Az-Zumar (75): 21. 

 

Surat Az-Zumar (75) ayat 21 menjelaskan tentang pemanfaatan makhluk 

mikroskopis seperti bakteri dalam proses dekomposisi/penghancuran bahan organic 

(Subandi, 2014). Enzim protease merupakan enzim yang berfungsi untuk 

menghidrolisis protein menjadi senyawa yang lebih sederhana seperti peptide dan 

asam amino. Kemampuan dalam mendegradasi protein ini dapat dimanfaatkan 

dalam berbagai industry. Aplikasi protease didalam industry sudah sangat luas, baik 

industry pangan maupun non-pangan. Pemanfaatan enzim protease dalam industri 

pangan biasa digunakan pada industri roti, keju, daging, bir. Pemanfaatan enzim 

protease pada industry non pangan dapat digunakan pada industry tekstil, 

detergendan penglahan limbah (Nasciminto dan Martin. 2006). Menggunakan 

mikroorganisme dalam proses degradasi limbah protein dianggap lebih ramah 

lingkungan.  
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan  

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa: 

1. Aktivitas protease yang dihasilkan oleh bakteri Weissella confusa menunjukkan 

hasil  yang optimum pada suhu 40ºC yaitu  sebesar 9,7322 x  10-3 U/mL.  

2. Aktivitas protease yang dihasilkan oleh bakteri Weissella confusa menunjukkan 

hasil  yang tertinggi pada volume enzim 0,5 mL  yaitu sebesar  1,5921 x 10-2 

U/mL. 

 

5.2 Saran  

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan menggunakan waktu inkubasi dan 

volume enzim yang lebih rendah untuk mendapatkan nilai aktivitas yang lebih 

baik dari bakteri Weissella  confusa. 

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan mengkaji faktor lain yang 

mempengaruhi aktivitas enzim diantaranya pH dan konsentrasi substrat untuk 

mengetahui optimasi aktivitas protease yang dihasilkan bakteri Weissella 

confusa.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Rancangan Penelitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran. 2 Skema Kerja 

2.1 Preparasi Alat Dan Bahan  

 

Disterilisasi dalam  autoklaf dengan suhu 121ºC selama 15 menit 

 
Hasil 

Alat  

Peremajaan Kultur dan Pembuatan Inoculum Weissella confusa 

Pengujian Proteolitik oleh Weissella confusa Secara Kualitatif 

Pembuatan Inokulum dan Produksi Enzim Protease 

dari Weissella confusa 

Pengujian Aktivitas Enzim Protease Secara Kuantitatif 

Analisis Data 
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2.2 Pembuatan Media  

2.2.1Skim Milk Broth (SMB) 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2 Media MRSA-Susu Skim 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ditimbang 1,4 gram 

Dilarutkan dengan aquades hingga 100 mL  

Dipanaskan hingga larut  

Dipindah kedalam botol masing masing 40 mL  

Disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121ºC selama 15 menit 

Ditimbang 6,82  gram 

Ditambahkan 100 mL aquades 

Dipanaskan hingga mendidih, sambil diaduk hingga larut 

Dimasukkan kedalam Erlenmeyer 

Ditutup dengan kapas 

Disterilkan dalam autoklaf dengan suhu 121ºC selama 15 menit 

Ditambahkan dengan 5 gram susu skim 

Dipanaskan hingga larut 

Skim Milk 

Hasil 

MRS Agar 

Hasil 
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2.2.3 Media MRSB  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 Regenerasi Bakteri Weissella confusa 

 

 

 

 

 

2.4 Uji Proteolitik oleh Weissella confusa Secara Kualitatif 

 

 

 

 

 

 

 

Ditimbang 5,225 gram 

Ditambahkan 100 mL aquades 

Dipanaskan hingga larut 

Dimasukkan kedalam botol masing masing 20 ml 

Ditutup dengan kapas 

Disterilkan dalam autoklaf dengan suhu 121ºC selama 15 menit 

Diregenerasi pada media MRSA + Susu Skim 

Diinkubasi pada 35ºC  selama 48 jam 

Diamati terbentuknya zona bening 

Diukur dimeter zona bening 

Dihutung indeks proteasenya  

Rumus indeks protease : 
𝒂−𝒃

𝒃
 

Keterangan a = diameter zona bening  

b = diameter koloni  

MRSB  

Hasil 

Bakteri Weissella confusa 

Hasil 

Bakteri Hasil Regenerasi  

Hasil 
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2.5 Pembuatan Inokulum dan Produksi Enzim Protease dari Weissella confusa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6 Uji Aktivitas Protease Kasar  

2.6.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum  

 

 

  

Diinokulasikan 5 ose dalam 20 mL media pertumbuhan MRSB 

Dishaker dengan kecepatan 110 rpm pada suhu ruang selama 18 jam 

Disentrifugasi 4 ml inokulum pada kecepatan 5000 rpm selama 15 menit 

Dipindahkan pelet kedalam 40 ml media Skim Milk Borth (SMB) 

Dishaker pada suhu ruang selama 24 jam 

Disentrifugasi kultur pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit 

Diambil supernatannya 

Diukur larutan Tirosin 20 ppm pada panjang gelombang 578 nm 

Weissella confusa 

Ekstrak Kasar Enzim 

Hasil 

Alat 
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2.6.2 Pembuatan Kurva Standart Tirosin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6.3 Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Protease 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Dilarutkan 0,01 gram dalam aquades  

Dipindahkan kedalam labu ukur 100 mL dan ditanda bataskan  

Dipipet berturut-turut 1 mL, 3 mL, 5 mL, 7 mL, dan 9 mL 

Diencerkan hingga 10 mL dengan aquades 

Ditambahkan 2,5 mL Na2CO3 0,5 M dan dihomogenkan 

Ditambahkan 0,5 mL reagen Folin Ciocalteau dan dihomogenkan 

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 753,9 nm 

Dibuat persamaan linearnya 

Direaksikan 1 mL ekstrak kasar enzim, 1 mL subtrat dan1 mL larutan 

buffer fosfat pH 7 

Diinkubasi  pada suhu 30 ºC, 40 ºC, 50 ºC, dan 60ºC selama 60 menit   

Ditambahkan 1 mL 0,4 M asam trikoloasetat (TCA) 

Diambil 1 mL larutan 

Ditambah dengan 2,5 ml Na2CO3 0,5 M 

Ditambahkan reagen Folin-Ciocalteau 0,5 mL 

Diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 753,9 nm 

Diukur aktivitas protease dengan rumus 

Unit Aktivitas enzim =  

Tirosin  

Hasil 

Ekstrak Kasar Enzim  

Hasil 
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2.6.4 Pengaruh Volume Enzim Terhadap Aktivitas Enzim Protease 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 3.  Pembutan Media dan Reagen 

3.1  Pembuatan Media Skim Milk Broth Dalam 1000 mL 

a. Dilarutkan 20 gram susu skim dalam 250 aquades . 

b. Dipesteurisasi pada suhu 80 ºC dan pertahankan selama 30 menit. 

c. Dilarutkan 5 gram peton; 2,5 gram yeast ekstrak, dan 1,0 gram dextrose 

dalam 750 mL aquades. 

d. Diseterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit. 

e. Susu skim yang di pesteurisasi dicampur dengan bahan-bahan yang telah 

disterilisasi dalam keadaan steril. 

 

Direaksikan 0,5 mL; 1 mL; 1,5 mL; 2 mL ekstrak kasar enzim, 1 mL 

subtrat  dan1 mL larutan buffer fosfat pH 7 

Diinkubasi  pada suhu 40ºC selama 60 menit   

Ditambahkan 1 mL 0,4 M asam trikoloasetat (TCA) 

Diambil 1 mL larutan 

Ditambah dengan 2,5 ml Na2CO3 0,5 M 

Ditambahkan reagen Folin-Ciocalteau 0,5 mL 

Diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 753,9 nm 

Diukur aktivitas protease dengan rumus 

Unit Aktivitas enzim =  

Ekstrak Kasar Enzim 

Hasil 
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3.2 Pembuatan Media De Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) dalam 1000 mL 

a. Dilarutkan 68,2 gram MRS agar dalam 1000 mL  

b. Dipanaskan hingga mendidih sambil diaduk hingga larut. 

c. Dimasukkan kedalam Erlenmeyer dan ditutup dengan kapas 

d. Diseterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit. 

 

3.3 Pembuatan Media De Man Rogosa Sharpe Broth (MRSB) dalam 1000 mL 

a. Dilarutkan 55, 15 gram MRS dalam 1000 mL  

b. Dipanaskan hingga mendidih sambil diaduk hingga larut. 

c. Dimasukkan kedalam Erlenmeyer dan ditutup dengan kapas. 

d. Diseterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit. 

 

3.4 Pembuatan Larutan TCA 

Larutan TCA 0,4 M dibuat dengan melarutkan 6,55gr TCA dalam 100 mL 

aquades.  

M =  
𝑛

V
 

0,4 M =  
n

0,1 L
 

n = 0,04 mol 

n = 
massa

Mr
 

0,04 mol=  
massa

163,67 g/mol
 

Massa  = 0,04 mol x 163,67 g/mol    

 = 6,55 gr 
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3.5 Pembuatan larutan Na2CO3  

Larutan Na2CO3 0,5 M dibuat dengan melarutkan 5,3 gr Na2CO3 dalam 100 

mL aquades.  

M =  
𝑛

V
 

0,5 M =  
n

0,1 L
 

n = 0,05 mol 

n = 
massa

Mr
 

0,05 mol=  
massa

106 g/mol
 

Massa  = 0,05 mol x 106 g/mol 

= 5,3 g 

 

3.6 Pembuatan 0,5 M Buffer Fosfat pH 7  

Larutan buffer fosfat 0,05 M pH 7 dibuat dengan mencampurkan 3,179 gram 

Na2HPO4 dan NaH2PO4 sebanyak 3,810 gram dan dilarutkan dalam aquades 

sampai 1000 mL. 

Perhitungan: 

pH = pKa + log [ 
Na2HPO4

NaH2PO4
] 

7 = 7,21 + log [ 
Na2HPO4

NaH2PO4
] 

log [ 
Na2HPO4

NaH2PO4
] = - 0,21 
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[ 
Na2HPO4

NaH2PO4
] = 

0,6

1,0
 

% Na2HPO4  = 
0,6

0,6+1,0
 x 100% 

 = 
0,6

1,6
 x 100% 

 = 37,5  % 

% NaH2PO4 = 
1,0

0,6+1,0
  x 100% 

 = 
1,0

1,6
  x 100% 

 = 62,5% 

gr Na2HPO4 = % x M x BM 

 = 0,375 x 0,05 x 142  

 = 2,663 gr 

gr NaH2PO4 = % x M x BM 

 = 0,625 x 0,05 x 138 

 = 4,312gr 

 

Lampiran 4.  Perhitungan  

4.1 Uji Proteolitik oleh Weissella confusa Secara Kualitatif 

Data hasil uji proteolitik oleh Weissella confusa secara kualitatif dapat dilihat 

dari nilai indeks protease pada Tabel L.1: 

Tabel L.1 Indeks protease dari Masing-Masing Isolat  

Jenis 

Bakteri 

Diameter Zona 

Bening 

Diameter 

Bakteri 

Indeks 

protease 

B 6,0 0,6 9,0 
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Rumus indeks protease : 
a−b

b
..................................................................L.1 

Keterangan : a = diameter zona bening  

b = diameter koloni  

• Isolat B: 
6 − 0,6

0.6
 

: 
5,4

0.6
 

:  9,0 

 

4.2 Uji Aktivitas Protease Kasar 

4.2.1 Kurva Standart Tirosin 

Konsentrasi Larutan stok tirosin 

BM C9H11NO3 adalah 181 g/mol 

[Tirosin]  = 
m

V
 

 = 
0,01 g

100 mL
 

 = 
10 mg

0,1 mL
 

 = 100 mg/L 

 

• Konsentrasi larutan standar tirosin dengan volume 1 mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

1 mL x 100 mg/L = 10 mL x M2 

 M2 = 10 mg/L 
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• Konsentrasi larutan standar tirosin dengan volume 3 mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

3 mL x 100 mg/L = 10 mL x M2 

 M2  = 30 mg/L 

• Konsentrasi larutan standar tirosin dengan volume 5 mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

5 mL x 100 mg/L = 10 mL x M2 

 M2 = 50 mg/L 

• Konsentrasi larutan standar tirosin dengan volume 7 mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

7 mL x 100 mg/L = 10 mL x M2 

 M2 = 70 mg/L 

• Konsentrasi larutan standar tirosin dengan volume 9 mL 

V1 x M1 = V2 x M2 

19mL x 100 mg/L = 10 mL x M2 

 M2 = 90 mg/L 

Data hasil pembuatan kurva standar tirosin dapat dilihat pada Tabel L.2: 

Tabel L.2 Kurva Standart Tirosin 

 

 

 

 

 

Hubungan antara konsentrasi tirosin dan absorbansi yang ditunjukkan pada 

Gambar L.1 menghasilkan nilai Y= 0,0080 X + 0,0062 dan R2 0,9799. 

Volume Tirosin 

(mL) 

Konsentrasi 

(mg/L) 

Absorbansi 

(nm) 

1  10  0,0577 

3 30  0,2464 

5  50  0,4582 

7  70  0,5897 

9  90  0,6907 
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Gambar L.1 Kurva Standar Tirosin 

 

4.2.2 Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Protease 

Aktivitas Enzim (AE) dihitung menggunakan rumus: 

Unit Aktivitas enzim =
[Tirosin] 

BM
 𝑥 

𝑉

p x q
 ............................................................ L.2 

Keterangan : v = volume total substrat-enzim (ml)  

p = jumlah enzim (ml)  

q = waktu inkubasi (menit)  

 

Konsentrasi tirosin data dihitung dari persamaan yang didapat pada kurva 

standar, yaitu:  Y = 0,0080x + 0,0062. Data hasil uji aktivitas protease pada bebagai 

suhu dapat dilihat pada Tabel L.3:  

 

  

y = 0,0080x + 0,0062

R² = 0,98

0
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Tabel L.3 Aktivitas Protease pada Bebagai Suhu 

Suhu 

(ºC) 
Nama 

Absorbansi 

(nm) 

Konsentrasi 

(mg/L) 

AE 

(U/mLx 10-03) 

30 

Kontrol 0,1884 22,7750 4,1943 

Ulangan 1 0,4114 50,6500 9,3278 

Ulangan 2 0,3210 39,3500 7,2468 

Ulangan 3 0,3652 44,8750 8,2643 

40 

Kontrol 0,2069 25,0875 4,6202 

Ulangan 1 0,4150 51,1000 9,4107 

Ulangan 2 0,4673 57,6375 10,0615 

Ulangan 3 0,4046 49,8000 9,1713 

50 

Kontrol 0,2135 25,9125 4,7721 

Ulangan 1 0,4074 50,1500 9,2357 

Ulangan 2 0,4244 52,2750 9,6271 

Ulangan 3 0,4111 50,6125 9,3209 

60 

Kontrol 0,1962 23,7500 4,3738 

Ulangan 1 0,3845 47,2875 8,7086 

Ulangan 2 0,4168 51,3250 9,4521 

Ulangan 3 0,3925 48,2875 8,8927 

 

• Suhu 30ºC 

• Kontrol  

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,1884 = 0,0080  x + 0,0062 

x = 
0,1884 − 0,0062

0,0080 
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x = 22,775 

AE  = 
22,775

181
 x 

2

1 x 60
 

=  4,1943 x 10-03 

• Ulangan 1 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,4114 = 0,0080  x + 0,0062 

x = 
0,4114 − 0,0062

0,0080 
 

x = 50,6500 

AE  = 
50,6500

181
 x 

2

1 x 60
 

=  9,3278 x 10-03 

• Ulangan 2 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,3210 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,3210 − 0,0062

0,0080 
 

x = 39,3500 

AE  = 
39,3500

181
 x 

2

1 x 60
 

=  7,2468 x 10-03 

• Ulangan 3 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,3652 = 0,0080 x + 0,0062 
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x = 
0,3652 − 0,0062

0,0080 
 

x = 44,8750 

AE  = 
44,8750

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  8,2643 x 10-03 

 

• Suhu 40ºC 

• Kontrol  

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,2069 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,2069 − 0,0062

0,0080 
 

x = 25,0875 

AE  = 
25,0875 

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  4,6202 x 10-03 

• Ulangan 1 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,4150 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,4150 − 0,0062

0,0080 
 

x = 51,1000 

AE  = 
51,1000

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  9,4107 x 10-03 
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• Ulangan 2 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,4673 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,4673 − 0,0062

0,0080 
 

x = 57,6375 

AE  = 
57,6375

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  10,6156 x 10-03 

• Ulangan 3 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,4046 = 0,0080  x + 0,0062 

x = 
0,4046 − 0,0062

0,0080 
 

x = 49,8000 

AE  = 
49,8000

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  9,1713 x 10-03 

 

• Suhu 50ºC 

• Kontrol  

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,2135 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,2135 − 0,0062

0,0080 
 

x = 25,9125 
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AE  = 
25,9125

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  4,7721 x 10-03 

 

• Ulangan 1 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,4074 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,4074 − 0,0062

0,0080 
 

x = 50,1500 

AE  = 
50,1500

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  9,2357 x 10-03 

• Ulangan 2 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,4244 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,4244 − 0,0062

0,0080 
 

x = 52,2750 

AE  = 
52,2750 

181
 x 

2

1 x 60
 

  = 9,6271 x 10-03 

• Ulangan 3 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,4111 = 0,0080 x + 0,0062 
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x = 
0,4111 − 0,0062

0,0080 
 

x = 50,6125 

AE  = 
50,6125 

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  9,3209 x 10-03 

 

• Suhu 60ºC 

• Kontrol  

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,1962 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,1962− 0,0062

0,0080 
 

x = 23,7500 

AE  = 
23,7500

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  4,3738 x 10-03 

• Ulangan 1 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,3845 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,3845 − 0,0062

0,0080 
 

x = 47,2875 

AE  = 
47,2875

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  8,7086 x 10-03 
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• Ulangan 2 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,4168 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,4168 − 0,0062

0,0080 
 

x = 51,3250 

AE  = 
51,3250

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  9,4521 x 10-03 

• Ulangan 3 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,3925 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,3925 − 0,0062

0,0080 
 

 x = 48,2875 

AE  = 
48,2875

181
 𝑥 

2

1 x 60
 

 =  8,8927 x 10-03 

 

4.2.3 Pengaruh Volume Enzim Terhadap Aktivitas Protease 

Data hasil Uji aktivitas protease pada bebagai volume enzim dapat dilihat 

pada Tabel L.4:   
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Tabel L.4 Aktivitas Protease pada Berbagai Volume Enzim 

Ulangan Volume Enzim 
Absorbansi 

(nm) 

Konsentrasi 

(mg/L) 

AE 

(U/mLx 10-02) 

1 

0,5 mL 0,5326 65,8000 1,8177  

1,0 mL 0,5960 73,7250 1,3577  

1,5 mL 0,6230 77,1000 1,1832  

2,0 mL 0,6806 84,3000 1,1644  

2 

0,5 mL 0,4244 52,2750 1,4441 

1,0 mL 0,5260 64,9750 1,1966  

1,5 mL 0,6413 79,3875 1,2183 

2,0 mL 0,6840 84,7250 1,1702 

3 

0,5 mL 0,4455 54,9125 1,5169 

1,0 mL 0,5171 63,8625 1,7642  

1,5 mL 0,5953 73,6375 1,1301  

2,0 mL 0,6179 76,4625 1,0561  

4 

0,5 mL 0,4666 57,5500 1,5898  

1,0 mL 0,5877 72,6875 1,3386  

1,5 mL 0,6170 76,3500 1,1717  

2,0 mL 0,6886 85,3000 1,1782  

 

• Ulangan 1 

• 0,5 mL 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,5326 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,5326− 0,0062

0,0080 
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x = 65,8000 

AE  = 
65,8000

181
 x 

1,5

0,5  x 60
 

  =  1,8177 x 10-02 

• 1,0 mL 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,5960 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,5960 − 0,0062

0,0080 
 

x = 73,7250 

AE  = 
73,7250

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  1,358 x 10-02 

• 1,5 mL  

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,6230 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,6230− 0,0062

0,0080 
 

x = 77,1000 

AE  = 
77,1000

181
 x 

2,5

1,5  x 60
 

  =  1,1832 x 10-02 

• 2,0 mL 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,6806 = 0,0080 x + 0,0062 
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x = 
0,6806 − 0,0062

0,0080 
 

x = 84,3000 

AE  = 
84,3000

181
 𝑥 

3

2 x 60
 

  = 1,1644 x 10-02 

 

• Ulangan 2 

• 0,5 mL 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,4244 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,4244 − 0,0062

0,0080 
 

x = 52,2750 

AE  = 
52,2750

181
 x 

1,5

0,5  x 60
 

  =  1,4441 x 10-02 

• 1,0 mL 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,5260 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,5260 − 0,0062

0,0080 
 

x = 64,9750 

AE  = 
64,9750

181
 𝑥 

2

1 x 60
 

  =  1,1966 x 10-02  
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• 1,5 mL 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,6413 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,6413 − 0,0062

0,0080 
 

x = 79,3875 

AE  = 
79,3875

181
 x 

2,5

1,5 x 60
 

  =  1,2183 x 10-02 

• 2,0 mL 

Y = 0,0080  x + 0,0062 

0,6840 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,6840 − 0,0062

0,0080 
 

x = 84,7250 

AE  = 
84,7250

181
 x 

3

2 x 60
 

  =  1,1702 x 10-02 

 

• Ulangan 3 

• 0,5 mL 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,4455 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,4455 − 0,0062

0,0080 
 

x = 54,9125 
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AE  = 
54,913

181
 x 

1,5

0,5  x 60
 

  =  1,517 x 10-02 

• 1,0 mL 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,5171 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,5171 − 0,0062

0,0080 
 

x = 63,8625 

AE  = 
63,8625

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  1,7642 x 10-02 

• 1,5 mL 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,5953 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,5953 − 0,0062

0,0080 
 

x = 73,6375 

AE  = 
73,6375

181
 x 

2,5

1,5 x 60
 

  =  1,1301 x 10-02 

• 2,0 mL 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,6179 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,6179− 0,0062

0,0080 
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x = 76,4625 

AE  = 
76,4625

181
 𝑥 

3

2 x 60
 

  =  1,0561 x 10-02 

 

• Ulangan 4 

• 0,5 mL 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,4666 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,4666 − 0,0062

0,0080 
 

x = 57,5500 

AE  = 
57,5500

181
 x 

1,5

0,5  x 60
 

  =  1,5898 x 10-02 

• 1,0 mL 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,5877 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,5877 − 0,0062

0,0080 
 

x = 72,6875 

AE  = 
72,6875

181
 x 

2

1 x 60
 

  =  1,3386 x 10-02 
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• 1,5 mL 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,6170 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,6170 − 0,0062

0,0080 
 

x = 76,3500 

AE  = 
76,3500

181
 x 

2,5

1,5 x 60
 

  =  1,1717 x 10-02 

• 2,0 mL 

Y = 0,0080 x + 0,0062 

0,6886 = 0,0080 x + 0,0062 

x = 
0,6886− 0,0062

0,0080 
 

x = 85,3000 

AE  = 
85,3000

181
 x 

3

2 x 60
 

=  1,1782 x 10-02 
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Lampiran 5.  Dokumentasi  

   

Gambar L.2 Regenerasi 

Bakteri 

Gambar L.3 Inokulum 

Weissella confusa  

Gambar L.4 Uji 

kualitatif enzim protease 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar L.5 Enzim 

Protease 
Gambar L.6 Uji Aktivitas Enzim Protease 

 


