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SUMMARY 

 

PRODUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 

CELLULASE ENZYMES FROM THE Bacteria Bacilus licheniformis TS-10 

BY USING BREW AS SUBSTRATE 

Excel Debora Silaen: Supervised by Dr. Heni Yohandini Kusumawati, M.Si 

Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya 

University 

ix, 89 pages, 13 figures, 4 tables, 11 attachment 

Cellulase enzymes play a crucial role in various industries, yet challenges 

related to production costs and purification efficiency remain significant. This study 

aims to investigate the potential of pretreated rice straw as an alternative substrate 

for cellulase production from Bacillus licheniformis TS-10, and to evaluate the 

effectiveness of ammonium sulfate fractionation and gel filtration chromatography 

in the purification process. Furthermore, the enzyme was characterized based on 

temperature and pH variations. Enzyme production was conducted via submerged 

fermentation, followed by a multi-step purification process and activity assays 

using the DNS method. The results showed that rice straw yielded higher cellulase 

activity (0.566 U/mL) compared to carboxymethyl cellulose (CMC) (0.366 U/mL), 

with specific activities of 7.459 U/mg and 5.227 U/mg, respectively. Ammonium 

sulfate fractionation (20–40%) resulted in a specific activity of 37.807 U/mg with 

a purification fold of 5.06. Gel filtration chromatography further increased the 

specific activity, with the highest value observed in Fraction 7 (42.811 U/mg). 

Enzyme characterization revealed optimal activity at temperatures of 50–60°C and 

neutral pH levels (pH 6–7), depending on the fraction. These findings suggest that 

rice straw is a promising alternative substrate, and that the applied purification 

methods are effective in enhancing the quality of cellulase produced by Bacillus 

licheniformis TS-10. 

 

Keywords: Cellulase Enzyme, Bacilus licheniformis, Tanjung Sakti Lahat Hot 

Springs, Rice Straw, Ammonium Sulfate Fractionation, Gel Filtration 

Citation : 141 (1921-2025) 
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RINGKASAN 

 

PRODUKSI, PEMURNIAN DAN KARAKTERISASI ENZIM SELULASE 

DARI BAKTERI Bacilus licheniformis TS-10 DENGAN MEMANFAATKAN 

JERAMI PADI SEBAGAI SUBSTRAT 

Excel Debora Silaen : Dibimbing oleh Dr. Heni Yohandini Kusumawati, M.Si 

Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas  

Sriwijaya 

ix, 89 halaman, 13 gambar, 4 tabel, 11 lampiran 

Enzim selulase memiliki peranan penting dalam berbagai industri, namun 

tantangan biaya produksi dan efisiensi pemurnian masih menjadi hambatan utama. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi potensi jerami padi hasil pretreatment 

sebagai substrat alternatif dalam produksi enzim selulase dari Bacillus licheniformis 

TS-10 yang diisolasi dari sumber air panas Tanjung Sakti, Lahat, serta menganalisis 

efektivitas tahapan fraksinasi amonium sulfat dan kromatografi filtrasi gel dalam 

proses pemurniannya. Selain itu, dilakukan pula karakterisasi enzim terhadap 

variasi suhu dan pH. Produksi enzim dilakukan melalui fermentasi cair, diikuti 

dengan pemurnian bertahap dan uji aktivitas enzim menggunakan metode DNS. 

Hasil menunjukkan bahwa jerami padi memberikan aktivitas enzim lebih tinggi 

(0,566 U/mL) dibandingkan CMC (0,366 U/mL), dengan aktivitas spesifik masing-

masing 7,459 U/mg dan 5,227 U/mg. Pemurnian melalui fraksinasi amonium sulfat 

(20–40%) menghasilkan aktivitas spesifik sebesar 37,807 U/mg dengan faktor 

pemurnian 5,06 kali, sedangkan kromatografi filtrasi gel menghasilkan aktivitas 

spesifik tertinggi pada Fraksi 7 sebesar 42,811 U/mg. Karakterisasi menunjukkan 

aktivitas optimum enzim berada pada suhu 50–60°C dan pH netral (pH 6–7), 

tergantung fraksinya. Hasil ini menunjukkan bahwa jerami padi berpotensi sebagai 

substrat alternatif dan kombinasi metode pemurnian yang digunakan efektif dalam 

meningkatkan kualitas enzim selulase. 

Kata Kunci : Enzim Selulase, Bacilus licheniformis, Sumber Air Panas Tanjung 

Sakti Lahat, Jerami Padi, Fraksinasi Amonium Sulfat, Filtrasi gel 

Sitasi  : 141 (1921-2025) 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Enzim selulase memegang peranan krusial dalam banyak aplikasi industri 

modern, mulai dari produksi bioetanol, industri tekstil, pembuatan pulp dan kertas, 

hingga formulasi pakan ternak. Peran strategis enzim ini terletak pada 

kemampuannya secara spesifik dapat menghidrolisis ikatan β-1,4-glikosidik pada 

molekul selulosa menjadi monomer glukosa melalui proses biokatalitik yang ramah 

lingkungan (Suriya et al., 2016). Permintaan global terhadap enzim selulase terus 

mengalami peningkatan yang signifikan, seiring dengan berkembangnya industri 

berbasis bioteknologi yang membutuhkan enzim dengan stabilitas termal tinggi dan 

efisiensi katalitik yang unggul (Gupta et al., 2003). Namun demikian, implementasi 

enzim selulase dalam skala industri masih menghadapi tantangan besar, berupa 

biaya produksi yang tinggi, terutama akibat ketergantungan pada substrat sintetik 

seperti karboksimetil selulosa (CMC) serta kompleksitas proses pemurnian yang 

diperlukan untuk mendapatkan enzim dengan kemurnian tinggi (Van Der Maarel et 

al., 2002). 

Jerami padi, sebagai salah satu limbah pertanian yang melimpah di Indonesia, 

menawarkan potensi besar untuk dikembangkan sebagai substrat produksi enzim 

selulase yang ekonomis. Komposisi jerami padi yang mengandung 35-45% selulosa 

menjadikannya sebagai bahan baku yang sangat potensial, meskipun 

pemanfaatannya selama ini masih sangat terbatas (Aprilyanti et al., 2019). 

Penggunaan jerami padi sebagai pengganti CMC tidak hanya akan memberikan 

dampak positif dalam mengurangi biaya produksi substrat, tetapi juga sejalan 

dengan prinsip ekonomi sirkular melalui konversi limbah pertanian menjadi produk 

bernilai tambah (Argo dan Yulianingsih, 2013). Beberapa penelitian sebelumnya 

telah membuktikan potensi jerami padi sebagai substrat produksi enzim selulase, 

meskipun efisiensi konversinya masih perlu ditingkatkan melalui berbagai metode 

pretreatment untuk mengurangi kandungan lignin yang menghambat proses 

hidrolisis (Gunam et al., 2010). 

Bacillus licheniformis TS-10, salah satu strain bakteri termofilik yang berhasil 

diisolasi dari sumber air panas di Sumatera Selatan, menawarkan potensi besar 
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sebagai penghasil enzim selulase termostabil. Keunggulan utama strain ini terletak 

pada kemampuannya untuk tumbuh optimal pada kisaran suhu 50-65°C, yang 

menunjukkan adaptasi yang baik terhadap kondisi termofilik (Yohandini et al., 

2015). Berdasarkan karakteristik tersebut, strain ini berpotensi dalam produksi 

enzim selulase yang stabil pada suhu tinggi. Penelitian Noprianti (2022) 

menunjukkan bahwa isolat Bacillus licheniformis TS-10 mampu menghasilkan 

enzim selulase dengan aktivitas yang cukup tinggi. Namun, proses pemurnian yang 

dilakukan masih terbatas pada tahap fraksinasi dengan amonium sulfat, sehingga 

tingkat kemurnian enzim yang diperoleh belum maksimal. 

Metode fraksinasi amonium sulfat telah banyak digunakan dalam tahap awal 

pemurnian enzim, termasuk selulase. Sinatari et al. (2013) melaporkan bahwa fraksi 

amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan 20–40% memberikan aktivitas spesifik 

enzim tertinggi pada isolat selulase dari bakteri termofilik kompos Desa Bayat 

Klaten, yaitu sebesar 0,749 Unit/mg protein, meningkat 3,5 kali dibandingkan 

aktivitas spesifik ekstrak kasar sebesar 0,212 Unit/mg protein. Proses pemurnian 

lanjutan pada umumnya dilakukan menggunakan kromatografi filtrasi gel, yang 

bekerja berdasarkan perbedaan ukuran molekul untuk memisahkan komponen 

protein dengan tingkat selektivitas yang lebih tinggi. Penelitian oleh Bhardwaj et 

al. (2020) juga menunjukkan bahwa penggabungan antara fraksinasi amonium 

sulfat dan kromatografi Sephadex G-75 dapat meningkatkan kemurnian enzim 

esterase hingga tingkat yang cukup tinggi. Hasil tersebut memperkuat bahwa 

pendekatan pemurnian bertahap melalui presipitasi dan pemisahan berdasarkan 

ukuran molekul efektif dalam meningkatkan kemurnian enzim. Oleh karena itu, 

pada penelitian ini dilakukan pemurnian enzim selulase dari Bacillus licheniformis 

TS-10 menggunakan metode fraksinasi amonium sulfat dan kromatografi filtrasi 

gel, yang dilanjutkan dengan karakterisasi enzim terhadap variasi suhu dan pH 

untuk menentukan kondisi kerja optimum. 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana potensi jerami padi hasil pretreatment sebagai substrat dalam 

produksi enzim selulase dari Bacillus licheniformis TS-10? 
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2. Bagaimana tahapan fraksinasi amonium sulfat dan kromatografi filtrasi gel 

berkontribusi terhadap proses pemurnian enzim selulase dari Bacillus 

licheniformis TS-10? 

3. Bagaimana karakteristik aktivitas enzim selulase hasil pemurnian pada 

variasi suhu dan pH? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Mengkaji potensi jerami padi yang telah dipretreatment sebagai substrat 

alternatif dalam produksi enzim selulase dari Bacillus licheniformis TS-10. 

2. Menganalisis peningkatan kemurnian enzim selulase dari Bacillus 

licheniformis TS-10 setelah melalui proses fraksinasi amonium sulfat dan 

kromatografi filtrasi gel. 

3. Menganalisis pengaruh variasi suhu dan pH terhadap aktivitas enzim 

selulase hasil pemurnian. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini bermanfaat untuk memberikan informasi mengenai tahapan 

pemurnian enzim selulase dari Bacillus licheniformis TS-10 dan karakteristik enzim 

berdasarkan variasi suhu dan pH. Selain itu, penelitian ini juga menunjukkan 

potensi jerami padi sebagai substrat alternatif dalam produksi enzim selulase. 
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