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SUMMARY 

 

SCREENING PROTEOLYTIC BACTERIA, PARTIAL PURIFICATION 

AND CHARACTERIZATION OF PROTEASE ENZYME ACTIVITY 

FROM THE ISOLATES FROM TANJUNG SAKTI LAHAT HOT 

SPRINGS 

Bening Fitri Rini: Supervised by Dr. Heni Yohandini, M.Si. 

 dan Dr. Ferlinahayati, M.Si. 

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

University 

xvii + 66 pages, 2 tables, 10 pictures, 10 attachements 

The protease enzyme is one of the most widely used enzymes in the 

industrial field. The majority of industrial processes require enzymes that are able 

to withstand high temperatures. Thermostable protease enzymes can be obtained 

from microorganisms that have the ability to live at high temperatures, one of which 

is thermophilic bacteria. The production of protease enzymes requires substrates 

other than skim milk which is easy to obtain and abundant, only from chicken 

feather waste because it contains 90% protein. In this study, proteolytic bacterial 

screening, partial purification and characterization of protease enzyme activity from 

hot spring isolates of Tanjung Sakti Lahat have been carried out.  

Screening of proteolytic activity using selective media in the form of skim 

milk against 15 isolates of thermophilic bacteria. The selected bacterial isolates 

were then determined the optimum time of incubation by calculating the number of 

cells on the growth curve using a hemasitometer and tested for their enzyme activity 

by the Bergmeyer method on skimmed milk media and chicken feather meal. Crude 

extract of enzymes is fractionated using ammonium sulfate and dialysis. The 

fraction with the highest enzyme-specific activity is used for the characterization of 

enzymes against the influence of temperature, pH and substrate concentration.  

The results showed that the highest proteolytic activity was produced by 

isolates of the bacterium Bacillus licheniformis TS-17 with a proteolytic index of 

7.1 mm. The optimum incubation time for protease enzyme production was 

produced at 32 hours on chicken feather meal media with an enzyme activity value 

of 0.7711 U/mL and a cell count of 4.89×108 cells/mL. Crude extract of enzymes 

produced in chicken feather flour media has a specific activity of 1,5247 U/mg. The 

enzyme fraction with the highest activity was obtained at fraction 4 at a saturation 

level of 60-80% with a protein content of 0,2684 mg/mL the specific activity value 

of the enzyme was 2,0718 U/mg and with an increase in purity of 1.35 times 

compared to its crude extract. The highest protease enzyme activity was produced 

at a temperature of 60°C, pH 8 and a substrate concentration of 1.25% with an 

optimum activity value of 0.7691 U/mL.  

Key words : Protease enzyme, Bacillus licheniformis, Chicken feather meal, 

Bergmeyer's method, Enzyme activity 

Citation : 86 (1994-2022) 
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RINGKASAN 

 

SKRINING BAKTERI PROTEOLITIK, PEMURNIAN PARSIAL DAN 

KARAKTERISASI AKTIVITAS ENZIM PROTEASE DARI ISOLAT 

SUMBER AIR PANAS TANJUNG SAKTI LAHAT 

Bening Fitri Rini: Dibimbing oleh Dr. Heni Yohandini, M.Si. 

 dan Dr. Ferlinahayati, M.Si. 

Jurusan Kimia, Fakultas Matematika Dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 

Sriwijaya 

xvii +66 halaman, 2 tabel, 10 gambar, 10 lampiran 

Enzim protease merupakan salah satu enzim yang paling banyak 

dimanfaatkan dalam bidang industri. Mayoritas proses industri membutuhkan 

enzim yang mampu bertahan pada suhu tinggi. Enzim protease termostabil dapat 

diperoleh dari mikroorganisme yang memiliki kemampuan hidup pada suhu tinggi 

salah satunya bakteri termofilik. Produksi Enzim protease membutuhkan substrat 

selain susu skim yang mudah didapatkan dan berlimpah satunya dari limbah bulu 

ayam karena mengandung protein sebesar 90%. Pada Penelitian ini telah dilakukan 

skrining bakteri proteolitik, pemurnian parsial dan karakterisasi aktivitas enzim 

protease dari isolat sumber air panas tanjung sakti lahat. 

Skrining aktivitas proteolitik menggunakan media selektif berupa susu skim 

terhadap 15 isolat bakteri termofilik. Isolat bakteri terpilih kemudian ditentukan 

waktu optimum inkubasi dengan perhitungan jumlah sel pada kurva pertumbuhan 

dengan menggunakan hemasitometer dan di uji aktivitas enzimnya dengan metode 

Bergmeyer pada media susu skim dan tepung bulu ayam. Ekstrak kasar enzim 

difraksinasi menggunakan ammonium sulfat dan didialisis. Fraksi dengan aktivitas 

spesifik enzim tertinggi digunakan untuk karakterisasi enzim terhadap pengaruh 

suhu, pH dan konsentrasi substrat.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas proteolitik tertinggi 

dihasilkan oleh isolat bakteri Bacillus licheniformis TS-17 dengan indeks 

proteolitik sebesar 7,1 mm. Waktu inkubasi optimum produksi enzim protease 

dihasilkan di jam ke 32 pada media tepung bulu ayam dengan nilai aktivitas enzim 

sebesar 0,7711 U/mL dan jumlah sel sebanyak 4,89×108 sel/mL. Ekstrak kasar 

enzim yang diproduksi pada media tepung bulu ayam memiliki aktivitas spesifik 

sebesar 1,5247 U/mg. Fraksi enzim dengan aktivitas tertinggi diperoleh pada fraksi 

4 pada tingkat kejenuhan 60-80% dengan kadar protein sebesar 0,2684 mg/mL nilai 

aktivitas spesifik enzim sebesar 2,0718 U/mg dan dengan peningkatan kemurnian 

sebesar 1,35 kali dibandingkan dengan ekstrak kasarnya. Aktivitas enzim protease 

tertinggi dihasilkan pada suhu 60°C, pH 8 dan konsentrasi substrat 1,25% dengan 

nilai aktivitas optimum sebesar 0,7691 U/mL. 

 

Kata Kunci :   Enzim protease, Bacillus licheniformis, Tepung bulu ayam, Metode  

Bergmeyer, Aktivitas enzim. 

Sitasi: 86 (1994-2022)  
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Penelitian dan pengembangan enzim memiliki posisi yang sangat krusial 

dalam teknologi dan industri. Enzim adalah katalisator yang dapat mengurangi 

dampak pencemaran dan pemborosan energi. Hal ini dikarenakan reaksi enzim 

yang membutuhkan sedikit energi, bekerja secara spesifik dan minim bahaya. 

(Soeka dan Sulistiani, 2017). Enzim termasuk dalam kelompok protein yang 

banyak ditemukan pada sel makhluk hidup dan memiliki peran penting pada reaksi 

biokimiawi (Faizah, 2017).  Protease adalah salah satu enzim yang banyak 

digunakan dalam industri. Enzim protease digunakan sebagai biokatalisator untuk 

reaksi pemecahan protein dan termasuk golongan enzim hidrolase yang berperan 

mengkatalis reaksi hidrolisis. Reaksi hidrolisis adalah reaksi yang menghasilkan air 

pada saat substrat berikatan. Protease memiliki karakteristik yang berbeda-beda 

pada sifat fisika kimia dan sifat katalitik. Protease dapat diproduksi secara 

ekstraseluler dan intraseluler dan berperan peran untuk metabolisme keteraturan 

proses dalam sel (Mahdiyah, 2015).  

Menurut Uddin et al. (2014), beberapa industri yang membutuhkan enzim 

protease adalah industri pangan, dan industri kimia contohnya untuk mengolah 

limbah dan digunakan sebagai bahan pelunak pada industr kulit (Oktavia et al. 

2018). Sebagian besar proses industri membutuhkan enzim yang dapat bertahan 

dalam kondisi ekstrem. Oleh karena itu sangat dibutuhkan enzim yang stabil dan 

toleran terhadap lingkungan seperti enzim yang di produksi dari  bakteri termofilik 

(Rahayu, 2014). Bakteri termofilik adalah kelompok mikroorganisme yang tumbuh 

optimal pada suhu pertumbuhan antara 45°C sampai 80°C (Maria dan Surya, 2012). 

Protease yang bersifat termostabil, sangat menguntungkan dalam aplikasi industri 

karena pada suhu pengolahan yang lebih tinggi dapat menghasilkan laju reaksi yang 

lebih cepat, meningkatkan kelarutan reaktan dan mengurangi kemungkinanan 

kontaminasi mikroba mesofilik (Muharram dan Aryantha, 2019). Proses industri 

memerlukukan temperatur tinggi untuk meningkatkan kelarutan bahan dan 
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menurunkan kekentalan sehingga akan memudahkan transfer (Poernomo et al.  

2017). Berdasarkan dari lingkungan daya kerjanya, protease dapat dikelompokan 

menjadi protease netral, asam, dan alkali. Enzim protease yang diproduksi dari 

bakteri menghasilkan jumlah lebih besar daripada protease yang di produksi dari 

tumbuhan dan hewan (Pamaya et al. 2018). 

Media produksi untuk menghasilkan enzim harus mengandung unsur utama 

yaitu nitrogen dan karbon. Nitrogen digunakan untuk pertumbuhn sel, sedangkan 

unsur karbon berperan untuk meningkatkan energi biosintesis (Sari, 2019). 

Aktivitas protease di pengaruhi oleh suhu, pH pertumbuhan, waktu, dan konsentrasi 

substrat (Saranraj et al. 2017). Aktivitas enzim yang tinggi dihasilkan pada waktu 

inkubasi optimum yang sesuai dalam memproduksi enzim. (Prasetyo dan Alami, 

2016). Suhu berpengaruh terhadap aktivitas enzim dalam mendegradasi substrat 

(Bachaki dan Rinto, 2012).  pH kultur memengaruhi proses enzimatik dan 

transportasi berbagai komponen melintasi membran sel untuk mendukung 

pertumbuhan sel dan produksi enzim (Sharma et al. 2017). 

Produksi enzim protease membutuhkan protein substrat yang bertindak 

sebagai induser bagi enzim protease (Yuniati et al. 2015). Apabila substrat cocok 

dengan enzim, maka kerja enzim akan optimal (Irawati, 2016).  Pada penelitian ini 

dilakukan optimasi waktu inkubasi untuk memproduksi enzim protease dari bakteri 

termofilik yang bersumber dari air panas Tanjung Sakti Lahat, Sumatera Selatan 

menggunakan limbah bulu ayam dan susu skim sebagai substrat. Susu skim 

memiliki kandungan protein yang tinggi sebesar 76-86% (Renaud et al. 2003) dan 

limbah bulu ayam mengandung 90% protein sehingga dapat dijadikan substrat 

untuk memproduksi protease. Pemanfaatan limbah bulu ayam sebagai media 

diharapkan dapat meminimalisir dampak pencemaran lingkungan (Jayalakshmi et 

al. 2011). Berdasarkan hal tersebut penelitian kemudian dilanjutkan dengan 

pemurnian dengan fraksinasi ammonium sulfat, dan karakterisasi aktivitas enzim 

terhadap pengaruh suhu, pH, serta konsentarsi substrat. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana  potensi isolat bakteri termofilik  Sumber Air Panas Tanjung 
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Sakti, Lahat sebagai penghasil enzim protease? 

2. Berapa lama waktu optimum inkubasi bakteri pada media susu skim dan 

tepung bulu ayam dalam memproduksi enzim protease? 

3. Apakah enzim protease yang dihasilkan dapat dimurnikan parsial 

menggunakan fraksinasi ammonium sulfat? 

4. Bagaimana pengaruh, suhu, pH, dan konsentrasi substrat terhadap aktivitas 

enzim protease? 

 

1.3    Tujuan Penelitian 

1. Mendapatkan bakteri proteolitik yang potensial menghasilkan enzim 

protease  

2. Membandingkan waktu optimum inkubasi bakteri pada media tepung bulu 

ayam dan susu skim dalam memproduksi enzim protease. 

3. Mendapatkan enzim protease yang murni melalui pemurnian parsial 

fraksinasi ammonium sulfat. 

4. Menentukan pengaruh suhu, pH, dan konsentrasi substrat terhadap 

aktivitas enzim protease yang dari hasil isolat bakteri termofilik Sumber 

Air Panas Tanjung Sakti Lahat. 

1.4    Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi tentang tentang aktivitas protease dan cara 

memproduksi protease dari isolat bakteri termofilik Sumber Air Panas 

Tanjung Sakti Lahat. 

2. Mengetahui bakteri mana yang menghasilkan enzim protease dari isolasi 

Sumber Air Panas Tanjung Sakti Lahat. 

3. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu alternatif penghasil 

enzim protease termofilik untuk industri. 
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