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KATA PENGANTAR 
 
 

Prosiding Seminar Nasional Kelautan ini merupakan salah satu bagian dari hasil 

kegiatan Seminar Nasional Kelautan XII yang diselenggarakan pada tanggal 20 Juli 2017  
dalam rangka Dies Natalis Universitas Hang Tuah yang ke-30 di Surabaya.  

Tema Seminar Nasional Kelautan XII ini adalah “Inovasi Hasil Riset dan Teknologi 
dalam Rangka Penguatan Kemandirian Pengelolaan Sumber Daya Laut dan Pesisir”. Panitia 
seminar menerima sebanyak 116 pemakalah, yang berasal dari Jawa Timur, Jawa Tengah, 

Jawa Barat, DKI Jakarta, Bali, Tarakan, Banjarbaru, Ambon, Kendari, Makassar, 
Palangkaraya, Gorontalo. Melalui peer group review, makalah tersebut direview oleh tim 

editor hingga layak untuk diterbitkan. Makalah yang masuk prosiding ini terdiri dari 4 aspek, 
yaitu: (1) Sosekbud, Hukum, Kelembagan Dan Kesehatan, (2) Perikanan, (3) Teknik, dan 
(4) Teknologi Kelautan dan Lingkungan.  

Kami mengucapkan terima kasih kepada bapak Ade Supandi, S.E., M. AP (Kepala Staf 
Angkatan Laut), dan bapak I Nyoman Radiarta, Ph.D (Balai Riset dan Observasi Laut, Badan 
Riset dan Sumber Daya Manusia, KP, KKP), sebagai pembicara utama. Selain itu, kami juga 

mengucapkan terimakasih kepada Kementerian Kelautan dan Perikanan,TNI AL,  
Pemerintah Provinsi Jawa Timur, PT. Adiluhung Sarana Segara Indonesia dan semua pihak 

yang telah memberikan dukungannya.  
Dan tidak lupa kami juga mengucapkan terimakasih dan penghargaan sebesar-

besarnya kepada anggota Tim Editor yang sudah bekerja keras untuk mereview makalah 

di bidangnya dan memberikan masukan untuk perbaikan makalah yang layak untuk 
diterbitkan. Untuk panitia seminar, kami ucapkan terimakasih atas kerja keras dalam proses 

pengumpulan makalah, proses editing, sampai proses penerbitan ini.  
Semoga Prosiding Seminar Nasional Kelautan XII ini dapat menambah, melengkapi, 

dan meningkatkan kemajuan ilmu dan teknologi di bidang perikanan dan kelautan. 
 

 
 Surabaya, 27 November 2017 
 
        Panitia 
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SAMBUTAN KETUA PANITIA 

SEMINAR NASIONAL KELAUTAN KE XII 
 
 

Assalamua'laikum  Wr. Wb. 

 

Yang terhormat 

Kepala Staf Angkatan Laut, Bapak Laksamana TNI Ade Supandi, S.E., M.A.P. 

Kepala Badan Riset dan SDM Kementerian Kelautan dan Perikanan, Bapak Ir. Zulficar 

Mochtar, M.Sc. 

 

Yang saya hormati:  

Para Pejabat di lingkungan TNI Angkatan Laut 

Bupati Banyuwangi Bapak Drs. Abdullah Aswar Anas, M.Si.  
Koordinator Kopertis Wilayah VII Jawa Timur 

Anggota Pembina Bidang Umum Yayasan Nala 
Ketua Pengurus dan Ketua Pengawas Yayasan Nala 
Rektor Universitas Hang Tuah 

Para Undangan dan Para Peserta Seminar. 
 

Puji dan syukur ke hadirat Allah SWT Yang Maha Pengasih dan Maha Penyayang, telah 
melimpahkan karunia Nya sehingga kita dapat hadir dan berpartisipasi dalam acara Seminar 
Nasional Kelautan    Ke XII dengan tema: “Inovasi Hasil Riset dan Teknologi dalam rangka 

Penguatan Kemandirian Pengelolaan Sumber Daya Laut dan Pesisir”. Tema ini kami 
rumuskan untuk membantu peningkatan daya saing Indonesia dalam kancah persaingan 

global.  Oleh karena itu, kita sebagai akademisi dan peneliti perlu mengangkat tema yang 
terkait permasalahan tersebut pada seminar ini, serta diberikan peluang untuk 
menyumbangkan ide, opini, dan penemuan mereka sehingga dapat menjadi inspirasi bagi 

pembangunan Indonesia yang seutuhnya 

 

Para hadirin dan peserta seminar yang berbahagia,   

Seminar ini, merupakan agenda rutin tahunan yang diselenggarakan dalam rangka 

memperingati Dies Natalis Universitas Hang Tuah  setiap tanggal 12 Mei. Dalam seminar 
ini, Bapak Kepala Staf Angkatan Laut dan Bapak Kepala Badan Riset dan Sumber Daya 

Manusia Kementerian Kelautan dan Perikanan berkenan menjadi pembicara kunci, yang 
akan memberikan ulasan terkait dengan Inovasi Hasil Riset dan Teknologi dalam rangka 
Penguatan Kemandirian Pengelolaan Sumber Daya Laut dan Pesisir.  Pembicara utama 

adalah Bapak Bupati Banyuwangi yang telah sukses membangun kabupaten Banyuwangi 
dan Ibu Dr. Ir. Ninis Trisyani, M.P. seorang pakar di bidang perikanan dari Program Studi 

Perikanan, Fakultas Teknik dan Ilmu Kelautan, Universitas Hang Tuah Surabaya.   
  
Kegiatan seminar ini diikuti oleh: 

1. Pemakalah 90 orang yang terdiri dari Departemen Kelautan dan Perikanan, Departemen 
Perhubungan, Instansi yang terkait, akademisi, peneliti, praktisi dan mahasiswa. 

2. Makalah yang akan dipresentasikan sebanyak 115  berasal dari Jawa Timur, Jawa 
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Tengah, Jawa Barat, Yogyakarta, DKI Jakarta, Bali, Sumsel, Sulsel, Kalbar, Kalsel, NTB, 

NTT, terdiri dari aspek perikanan dan kelautan, teknik, dan sosial ekonomi.  
 
 

Para hadirin dan peserta seminar yang berbahagia,   

Tujuan dari kegiatan seminar ini adalah 

1. Menyebarluaskan perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi kelautan dari berbagai 

aspek. 
2. Mendiskusikan hasil karya dan penelitian terkait dengan berbagai aspek pengelolaan 

sumber daya laut. 

3. Mendiskusikan riset dan teknologi yang mendukung pengelolaan sumber daya laut.   
4. Memberikan sumbang saran pemikiran dan rencana tindakan guna pencapaian sasaran 

pembangunan di bidang kelautan dan perikanan. 

 

 

Para hadirin dan peserta seminar yang berbahagia,   

Hasil seminar-seminar kelautan UHT dibukukan dalam bentuk prosiding dan dikirimkan 

antara lain, kepada: 
1. Perpustakaan Nasional Jakarta 

2. Pusat Penelitian Oseanografi LIPI 
3. Balai Besar Riset Pengolahan Produk dan Bioteknologi 
4. Balai Riset Sosial Ekonomi Kelautan Perikanan 

5. Balai Riset Perikanan Budidaya Air Payau Maros 
6. Balai Riset Perikanan Budidaya Air Payau Gondol, Bali. 
7. Dan beberapa instansi terkait lainnya. 

Semoga prosiding tersebut dapat dimanfaatkan oleh para stakeholder kelautan, terutama 
pengambil kebijakan pembangunan kelautan. 

 

Demikian laporan ini, kami sebagai panitia seminar mengucapkan terima kasih kepada 

semua pihak yang telah memberikan dukungan pemikiran, dana dan fasilitas sehingga 
terlaksananya acara seminar ini. Tidak lupa untuk rekan kerja, terutama panitia, saya 
ucapkan terimakasih atas kerja kerasnya. Mohon maaf atas segala kekurangan di dalam 

penyelenggaraan seminar ini. 

 

Wassalamua'laikum Wr Wb. 
 

 Surabaya, 20 Juli 2017 

 Ketua Panitia, 
 

 
 ttd 

Ir. Didik Hardianto, M.T.  
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SAMBUTAN REKTOR UNIVERSITAS HANG TUAH  

PADA UPACARA SEMINAR NASIONAL KELAUTAN KE XII 
DALAM RANGKA DIES NATALIS UNIVERSITAS HANGTUAH KE 30 

SURABAYA, 20 JULI 2017 

 

Assalamualaikum  Wr. Wb. 

Yang terhormat:  

Pembicara Utama Bapak Kepala Staf Angkatan Laut Laksamana TNI Ade Supandi, S.E., 
M.AP.  Dan  Bapak Kepala Badan Riset dan SDM Kementerian Kelautan dan Perikanan Ir. 

Zulficar Muchtar, M.Sc. 

Pemakalah Utama Bapak Bupati Banyuwangi Drs. Abdullah Azwar Anas, M.Si. dan Kepala 
Lembaga Penelitian dan Pengabdian Masyarakat UHT Dr. Ir. Ninis Trisyani, M.P.  

Para peserta seminar dan para undangan yang berbahagia. 

Pertama-tama marilah kita panjatkan puji syukur kehadirat Allah SWT, karena 

berkat rakhmat dan hidayahNya kita semua masih diberikan kesehatan, baik lahir 
maupun batin sehingga dapat hadir disini dalam rangka untuk mengikuti Seminar 
Nasionai Kelautan XII  dengan tema: ” Inovasi Hasil Riset dan Teknologi dalam 

rangka Penguatan Kemandirian Pengelolaan Sumber Daya Laut dan Pesisir ”.  
Seminar ini merupakan acara rutin tahunan yang diselenggarakan oleh Universitas Hang 

Tuah sebagai salah satu rangkaian acara memperingati Dies Natalis ke-30.  

Tema yang diangkat oleh Panitia kali ini sangat menarik karena tema tersebut terkait 
dengan cita-cita dan program Pemerintah Indonesia yang ingin mandiri dalam mengelola 

sumberdaya laut dan pesisir. Dalam mencapai cita-cita tersebut dibutuhkan suatu inovasi-
inovasi hasil penelitian dan teknologi-teknologi terkini dalam mengelola sumberdaya laut 
dan pesisirnya. Sebagai bagian dari masyarakat kelautan, kita harus mendukung  cita-cita 

mulia dan program pemerintah tersebut melalui berbagai bentuk kegiatan sesuai dengan 
kompetensi kita masing-masing. 

 

Para hadirin dan peserta seminar yang berbahagia,   

Inovasi-inovasi hasil penelitian dan teknologi seharusnya tidak hanya berhenti pada 
tataran pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi semata, tetapi inovasi-inovasi 

tersebut harus berlanjut sampai pada tataran aplikatif sehingga bisa langsung dirasakan 
manfaatnya oleh masyarakat. Begitu juga dengan inovasi hasil penelitian dan teknologi 
dalam pengelolaan sumberdaya laut dan pesisir.  Bila semua peneliti dapat mengaplikasikan 

hasil temuan dan teknologinya yang sangat inovatif, saya yakin cita-cita Bangsa dan 
Program Pemerintah untuk mandiri dalam mengelola sumberdaya laut dan pesisir akan 
cepat tercapai.  Oleh karena itu, kami berharap suatu saat di seminar nasional kelautan 

UHT ini muncul suatu ide, metode, cara, model, teori atau hasil penelitian dan teknologi 
yang kreatif dan inovatif terkait dengan strategi nasional dalam mengelola sumberdaya laut 

dan pesisir. 

 

Para hadirin dan peserta seminar yang berbahagia,   

Demikian juga di Universitas Hang Tuah, kami akan terus mendorong dan memotivasi 

para dosen untuk melaksanakan penelitian yang tidak hanya berorientasi pada ilmu untuk 
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ilmu tetapi juga untuk kesejahteraan masyarakat. Hal inilah yang saat ini  tengah 

dikembangkan oleh Universitas Hang Tuah baik melalui Pusat-pusat Studi, Lembaga 
Penelitian dan Pengabdian pada Masyarakat maupun Fakultas-Fakultas  dalam bentuk 
implementasi hasil penelitian menjadi pengabdian pada masyarakat,  khususnya 

masyarakat pesisir di Jawa Timur.  

 

Para hadirin dan peserta seminar yang berbahagia,   

Tidak lupa, saya mengucapkan selamat datang di Kampus Laut biru UHT,  kepada 

para peserta undangan yang baru pertama kali tiba disini. Warna biru yang dominan 
menghiasi kampus ini pada dasarnya adalah refleksi dari semangat kampus ini untuk tetap 

menggelorakan pembangunan kelautan dan sekaligus menjadi bagian dari upaya sosialisasi 
kepada masyarakat mengenai pentingnya pembangunan kelautan. Kampus ini juga 
senantiasa bertekad untuk menjadi bagian barisan terdepan dalam upaya mempopulerkan 

pembangunan kelautan dan kemaritiman kepada masyarakat. Diharapkan dengan 
meningkatnya pengetahuan masyarakat,  akan dapat didukung peningkatan partisipasi 
masyarakat dalam pembangunan kelautan dan kemaritiman.  

          

Para hadirin dan peserta seminar yang berbahagia,   

Akhirnya saya mengucapkan terima kasih kepada peserta seminar,  para undangan 
dan sponsor yang turut berpartisipasi dalam seminar kali ini. Tidak lupa saya juga 

mengucapkan terima kasih kepada panitia dan semua pihak yang turut mendukung 
penyelenggaraan seminar ini. Semoga seminar kali ini dapat memberikan manfaat bagi 

pembangunan Kelautan Nasional. 
  
 

 Surabaya, 20  Juli  2017 
 Rektor, 

 

 
 ttd 

 
       Dr. Ir. Sudirman, S.IP., SE., M.AP. 
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ISOLASI DAN KARAKTERISASI ENZIM PROTEASE EKSTRASELULER 

BAKTERI Bacillus flexus DARI EKOISTEM MANGROVE  

KARIMUNJAWA – JEPARA   

 

 

Wilis Ari Setyati*1, Muhammad Zainuddin2 

 
1Departemen Ilmu Kelautan, Universitas Diponegoro, Semarang. 

2Program Studi Budidaya Perairan, Universitas Islam Nahdlatul Ulama, Jepara. 
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Abstrak: Budidaya udang vannamei (Litopenaus vannamei) berpotensi menghasilkan 

limbah organik internal karena dampak dari pemberian pakan yang tidak terkonsumsi. 

Hal ini mengakibatkan berdampak pada kesehatan udang dan kesuksesan dalam 

budidaya. Sehingga limbah organik internal tersebut harus didekomposisi oleh bakteri 

proteoilitk. Salah satu bakteri proteolitik yang berpotensi adalah Bacillus flexus dari 

sedimen mangrove -  Karimunjawa. Peneltian ini bertujuan untuk melakukan isolasi dan 

karakterisasi enzim protease ekstraseluler B. flexus. Hasil uji kuantitatif hidrolisis protein 

B. flexus menunjukkan adanya aktivitas protease sebesar 0,67 IU/mg dan aktivitas 

spesifik sebesar 0,65 IU/mg dengan total aktivitas protease sebesar 133 IU. Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi optimal ammonium sulfat untuk isolasi 

protease B. flexus adalah sebesar 60 ppm dengan nilai aktivitas spesifik sebesar 11,93 

IU/mg. Enzim protease hasil isolasi memiliki akivitas optimal pada suhu 37oC dengan 

nilai aktivitas protease sebesar 11,47 IU/mL. sedangkan  enzim protease B. flexus 

memiliki nilai optimal pada pH 8 dengan nilai AP sebesar 21,47 IU/ mL.  

 

Kata kunci : proteolitik, mangrove, ammonium sulfat, hidrolisis. 

 

Abstract: The cultivation of vannamei shrimp (Litopenaus vannamei) has the 

potential to produce internal organic wastes as an impact of feeding leftovers. 

Suspended organic waste might have a negative impact towards the shrimps 

health affecting the success of cultivation. Therefore, the internal organic waste 

must be decomposed by proteolytic bacteria. One of the most potent proteolytic 

bacteria is Bacillus flexus from the mangrove sediments of Karimunjawa. This 

study aims to isolate and to characterize the extracellular protease enzyme 

originated from the B. flexus. Quantitative analysis of protein hydrolysis from B. 

flexus showed that it had a protease activity at 0.67 IU/mg and a specific activity 

of 0.65 IU/mg with total protease activity of 133 IU. Results demonstrated that 

the optimal concentration of ammonium sulphate for isolating the protease of B. 

flexus was 60 ppm with a specific activity  at 11.93 U/mg. The isolated protease 

enzyme had optimal activity at 37oC with 11.47 IU/mL. Whereas B.flexus 

protease enzyme showed an  optimal activity  at pH 8 with an AP value  21.47 IU 

/ mL. 

 

Keywords: proteolytic, mangrove, ammonium sulfate, hydrolysis. 

 

 

PENDAHULUAN 

 

Udang merupakan komuditi ekspor perikanan budidaya Indonesia, yang telah 

memberikan pemasukan devisa negara yang cukup besar. Indonesia merupakan salah satu 
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negara pengekspor udang terpenting di dunia di samping Cina, Thailand dan India. Masalah 

utama penurunan produksi udang ialah penurunan kualitas air. Pada budidaya udang secara 

intensif, penurunan kualitas air dapat terjadi karena faktor internal seperti akumulasi bahan 

organik akibat kelebihan pemberian pakan (overfeeding) (Moriarty, 1999). Sisa pakan berupa 

protein di perairan dapat terurai menjadi senyawa-senyawa toksik bagi hewan air seperti 

amonia, nitrit dan nitrat. Oleh karena itu, limbah organik tersebut perlu dilakukan degradasi 

melalui pemanfaatan bakteri penghasil enzim ekstraseluler. Enzim protease ekstraseluler 

mikroba merupakan kunci dalam hidrolisis senyawa protein menjadi peptida yang lebih 

sederhana. Hidrolisis protein menjadi asam amino dilakukan oleh mikroba untuk proses 

metabolismenya. Secara tidak langsung proses ini dapat mengurangi cemaran amonia, nitrit dan 

nitrat dalam suatu ekosistem (Bach et al., 2001). Dalam aplikasinya, enzim protease 

ekstraseluler yang dihasilkan harus memiliki karakteristik yang tahan terhadap kondisi suhu dan 

pH lingkungan, sehingga protease tersebut tidak rusak dan dapat melakukan reaksi hidrolisis. 

Dalam penelitian sebelumnya telah berhasil dilakukan isolasi bakteri proteolitik Bacillus  flexus 

dari sedimen ekosistem mangrove Karimunjawa - Jepara. Oleh karena itu, untuk dapat 

memfungsikan B. flexus dalam bioremediasi limbah organik tambak udang, maka harus 

dilakukan penelitian mengenai isolasi dan karakteristik enzim protease ektraselulernya terhadap 

suhu dan pH yang berbeda. 

 

 

METODE PENELITIAN  

  

2.1 Preparasi Inokulum 

Satu ose biakan miring diinokulasikan ke dalam 20 ml medium zobell 221E  cair, 

kemudian diinkubasi pada suhu 30oC selama 24 jam. Sebanyak  0,5 % inokulum dipindahkan ke 

dalam 200 ml medium eksperimen dalam erlenmeyer 1000 ml, dan diinkubasi dengan suhu 

30oC dan digojog 150 rpm (Sreekumar & Krishnan, 2010). 

 

2.2 Kultur di Fermentor Biocontroller  

Pengukuran pertumbuhan bertujuan untuk mengetahui karakter pertumbuhan isolat dan 

waktu optimal dalam produksi enzim protease. Pada kultur ini menggunakan fermentor 

berkapasitas 2 liter dengan volume kerja 1 liter. Kondisi dari fermentor yaitu media zobell  

2216E broth yang diperkaya dengan glukosa 2% dan amonium nitrat 0,05%, konsentrasi 

inokulum 1% dengan OD 0,01 pada A600, pH 8, suhu 30o C, salinitas 30 ppt, kecepatan agitasi 

150 rpm. Pengamatan dilakukan terhadap nilai optical density (OD) bakteri, aktivitas protease 

dan kadar protein pada inkubasi 0, 2, 4, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, dan 48 jam (Annamalai et al., 

2011). 

 

2.3 Uji Kepadatan Bakteri 

Pada kultur dilakukan pengambilan sampel sebanyak 10 ml pada inkubasi 0, 2, 4, 6, 12, 

18, 24, 30, 36, 42, dan 48 jam. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm. Pelet yang 

diperoleh diambil dan dilarutkan dalam PBS selanjutnya dilakukan pengukuran OD pada A600. 

Menurut Annamalai et al., (2011), bahwa data absorbansi dilakukan konversi ke satuan sel/ml 

dengan menggunakan persamaan regresi dari kurva standar MC Farland. Setelah diketahui nilai 

densitas sel/ml selanjutnya dilakukan perhitungan jumlah generasi (g), waktu generasi (Tg) dan 

laju pertumbuhan (µ), dengan rumus sebagai berikut: 

 

 

 

 

Keterangan :   g   = jumlah generasi 

 C1 = kepadatan bakteri saat akhir penelitian (sel/ml)  

𝑔 =  
log 𝐶1 − log 𝐶0

0,301
 𝑇𝑔 =  

∆𝑇

𝑔
 µ =  

ln 𝐶1 − ln 𝐶0

∆𝑇
 

 



Seminar Nasional Kelautan XII  
” Inovasi Hasil Riset dan Teknologi dalam Rangka Penguatan Kemandirian Pengelolaan Sumber Daya Laut 
dan Pesisir” 
Fakultas Teknik dan Ilmu Kelautan Universitas Hang Tuah, Surabaya 20 Juli 2017 

Wilis Ari Setyati, Muhammad Zainuddin: Isolasi dan Karakterisasi D2-105 

 C0 = kepadatan bakteri saat awal penelitian (sel/ml)  

 Tg = waktu generasi (jam) 

 ∆T = waktu inkubasi kultur (jam) 

 µ   = laju pertumbuhan (jam-1) 

 

2.4 Uji Aktivitas Proteolitik 

Supernatan yang diperoleh dilakukan pengujian aktivitas proteolitik dengan metode 

kaseinolitik (Annamalai et al., 2011). Dua ratus µl supernatan ditambahkan ke dalam campuran 

100 µl  buffer Tris-HCl (100 mM, pH  8), 100 µl larutan kasein 1% dan diinkubasi pada suhu 

30oC selama 30 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan 400 μl larutan TCA 10%. Kasein 

yang tidak terhidrolisis diendapkan dengan sentrifugasi 3000 rpm selama 15 menit. Aktivitas 

proteolitik ditunjukkan oleh besarnya protein yang terhidrolisis. Pengukuran kadar protein 

tersisa dilakukan dengan metode Bradford (1976). Aktivitas protease dilakukan 

spektrofotometri pada panjang gelombang (λ) = 660 nm. Sedangkan untuk kadar protein metode 

Bradford dilakukan spektrofotometri pada panjang gelombang (λ) = 640 nm.  

Data absorbansi protease dilakukan konversi ke satuan mM dengan menggunakan 

persamaan regresi dari kurva standar aktivitas protease. Setelah di ketahui nilai mM selanjutnya 

dilakukan perhitungan AP (U/ml) dan T.AP (IU) dengan rumus sebagai berikut :  

 

 

 

 

 

Keterangan :   AP    = aktivitas protease (U/ml) 

 mM  = berat molekul  

 V     = volume (ml)  

 T    = waktu inkubasi (menit) 

 T.AP  = total aktivitas protease (IU) 

 

Data absorbansi protein dilakukan konversi ke satuan gram/ml dengan menggunakan 

persamaan regresi dari kurva standar protease. Berdasarkan data aktivitas protease (U/ml) dan 

kadar protein (gram/ml) tersebut berikutnya dilakukan penghitungan AS (IU/mg) dengan rumus 

sebagai berikut :  

 

 

 

Keterangan :  AS    = aktivitas spesifik (IU/mg) 

 T.AP  = total aktivitas protease (IU)  

 T.KP     = total kadar protein (mg) 

 

2.5 Optimasi Ammonium Sulfat 

Enzim protease diproduksi dalam fermentor kemudian dilakukan fraksinasi dan 

optimasi ammonium sulfat. Fraksinasi dilakukan menggunakan ammonium sulfat dengan 

konsentrasi secara bertingkat dari 50-90% sehingga membentuk agregat berupa endapan. 

Ammonium sulfat ditambahkan sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan magnetik stirer. 

Suhu dijaga tetap dingin dengan menggunakan es yang diletakkan disekelilingnya selama 3 jam. 

Kemudian didiamkan semalam pada suhu 4 oC. Penambahan ammonium sulfat kedalam ekstrak 

kasar enzim dikonversikan menggunakan rumus sebagai berikut : 

 

𝐺 =
533 × (𝑆2 − 𝑆1)

100 − (0,3 − 𝑆2)
 

Keterangan :  

𝐴𝑃 =  
𝑚𝑀 𝑥 1000

𝑉 𝑥 𝑇
 

 

𝑇. 𝐴𝑃 =  
𝐴𝑃

𝑉
 

 

𝐴𝑆 =  
𝑇. 𝐴𝑃

𝑇. 𝐾𝑃
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G = Jumlah ammonium sulfat (g) yang harus ditambahkan per liter supernatan untuk 

mencapai kejenuhan S2 

S1 = konsentrasi kejenuhan ammonium sulfat awal dan supernatan 

S2 = konsentrasi kejenuhan ammonium sulfat akhir dalam supernatan 

 

 

Pola pengendapan protein diketahui dengan melakukan fraksinasi untuk 700 mL dengan 

konsentrasi ammonium sulfat 50%, 60%, 70%, 80%, 90%. Larutan tersebut kemudian 

disentrifugasi 12.000 rpm pada suhu 4 oC selama 15 menit dan diambil peletnya. Pelet yang 

diperoleh dilarutkan dalam fosfat buffer 0,1 M pH 7, kemudian dilakukan pengujian aktivitas 

protease dengan metode Lowry dan kadar protein dengan metode Bradford. Konsentrasi 

penambahan ammonium sulfat yang tepat untuk pemurnian protease diketahui dari kadar 

protein dan aktivitas tertinggi (Nooralabetu, 2014). 

 

2.6 Analisis Statistik 

Data yang diperoleh adalah data hasil pengukuran pertumbuhan dan aktivitas protease. 

Data OD bakteri dalam fermentor dan data aktivitas protease dalam fermentor dilakukan analisis 

menggunakan statistik deskriptif diagram titik dan selanjutnya dilakukan analisis polynomial. 

Data aktifitas protease pada uji ketahanan suhu dan pH dilakukan analisis statistik deskriptif 

menggunakan histogram. Selanjutnya data pertumbuhan bakteri dan data aktivitas protease dari 

uji fermentor, optimasi amonium sulfat, ketahanan suhu dan pH, dilakukan analisis one way 

annova dengan α = 0,05. Menggunakan bantuan program SPSS 16.0. 

 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

Penelitian yang telah dilakukan melakukan peremajaan B. flexus yang diperoleh dari 

penelitian sebelumnya hasil isolasi bakteri proteolitik dari sedimen ekosistem mangrove di 

Karimunjawa. Bakteri B. flexus peremajaan dan kultur dengan media zobell 221E cair pada suhu 

30oC selama 24 jam. Hasil kultur tersebut digunakan sebagai starter dalam pengamatan kinetika 

pertumbuhan B. flexus pada reaktor fermentor. Kultur B. flexus pada fermentor dilakukan 

selama 48 jam pengamatan. Selama 48 jam kultur tersebut dilakukan pengambilan sampel untuk 

pengamatan optical density bakteri pada panjang gelombang 600 nm. Kinetika pertumbuhan B. 

flexus dalam fermentor disajikan dalam Gambar 1. 

Berdasarkan hasil pengamatan kinetika pertumbuhan pada parameter optical density dan 

log kepadatan sel (Gambar 1) menunjukkan bahwa selama kultur 48 jam telah terlihat fase lag, 

eksponensial, stasioner dan kematian B. flexus. Fase penyesuaian (lag fase) terjadi cukup lama 

dari jam ke-0 sampai jam ke-18 jam pengamatan (18 jam). Kepadatan bakteri pada jam ke-0 

sebesar 0,0530 ± 0,0003 x108 sel/ml dan pada jam ke-18 sebesar 0,5689 ± 0,037 x108 sel/ml. 

Fase penyesuaian (fase lag) terjadi jika mikroba dipindahkan ke dalam suatu media, mula-mula  

akan  mengalami fase  adaptasi untuk menyesuaikan  diri dengan kondisi lingkungan di 

sekitarnya (Middelbeek et al., 1992;  Mangunwidjaja & Suryani, 1994).  
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Gambar 1. Pertumbuhan Bakteri Bacillus flexus (parameter OD dan Log kepadatan sel) 

   

Pada fase eksponensial B. flexus terjadi pada pengamatan jam ke-18 sampai dengan jam 

ke-30 (12 jam). Kepadatan B. flexus pada waktu pengamatan jam ke-30 sebesar 7,0697±0,0460 

x108 sel/ml, telah terjadi peningkatan kepadatan sebesar 6,5008 x108 sel/ml. Pada  fase  

eksponensial  mikroba membelah dengan cepat dan konstan dan pada fase ini kecepatan 

pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh media tempat tumbuhnya seperti pH dan  kandungan 

nutrien, juga kondisi  lingkungan  termasuk  suhu  dan kelembaban  udara  (Middelbeek et al., 

1992). Periode  ini  adalah keadaan pertumbuhan yang seimbang atau mantap dengan laju 

pertumbuhan spesifik (µ) konstan, komposisi selular tetap, sedangkan komposisi kimiawi media 

biakan berubah akibat terjadinya sintesis produk dan penggunaan substrat (Judoamidjojo, 1990; 

Mangunwidjaja & Suryani, 1994). 
 

 Tabel 1. Kepadatan Bakteri Bacillus flexus Pada Tiap Jam Pengamatan 

 

Waktu 

Pengamatan 

Kepadatan Bakteri (x 10⁸ Sel / ml) 

ulangan 1 ulangan 2 ulangan 3 x ± sd 

0 jam 0,0530 0,0534 0,0527 0,0530 ± 0,0003 ᵃ 

2 jam 0,0702 0,0706 0,0711 0,0706 ± 0,0005 ᵇ 

4 jam 0,1092 0,1078 0,1085 0,1085 ± 0,0007 ᵇᶜ 

6 jam 0,1798 0,1775 0,1785 0,1786 ± 0,0012 ᶜᵈ 

12 jam 0,2527 0,2543 0,2561 0,2544 ± 0,0017 ᵈ 

18 jam 0,5653 0,5687 0,5727 0,5689 ± 0,0037 ᵉ 

24 jam 2,7049 2,7239 2,6888 2,7059 ± 0,0176 ᶠ 

30 jam 7,0673 7,0250 7,1168 7,0697 ± 0,0460 ʰ 

36 jam 7,9507 7,9031 8,0064 7,9534 ± 0,0517 ʲ 

42 jam 7,4872 7,5397 7,4424 7,4898 ± 0,0487 ⁱ 

48 jam 6,6983 6,7386 6,7858 6,7409 ± 0,0438 ᶢ 

 

Keterangan:  

x ± sd  = rata-rata ± standar deviasi, huruf italik yang sama dibelakang nilai ditiap 

kolom adalah tidak berbeda secara nyata dengan p≥0,05. 
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Fase stasioner terjadi pada waktu pengamatan jam ke-30 hingga jam ke-42 (terjadi selama 

12 jam). Kepadatan B. flexus pada jam ke-42 sebesar 7,4898 ± 0,0487 x108 sel/ml. Pada fase ini 

jumlah populasi sel tetap  karena  jumlah  sel  yang  tumbuh  sama dengan  jumlah  sel yang 

mati. (Sa’id, 1987; Judoamidjojo, 1990; Middelbeek et al., 1992;  Mangunwidjaja & Suryani, 

1994) menyatakan  ukuran  sel  pada  fase stasioner  menjadi lebih kecil-kecil  karena sel tetap 

membelah meskipun zat-zat nutrisi sudah habis. 

Fase kematian mulai terjadi pada waktu pengamatan jam ke-42 hingga akhir penelitian 

jam ke-48. Kepadatan B. flexus pada jam ke-48 sebesar 6,7409 ± 0,0438 x108 sel/ml. Pada fase 

ini laju pertumbuhan akhirnya menurun yang disebabkan kekurangan faktor pertumbuhan 

seperti vitamin dan unsur mineral (Gaman &  Sherrington, 1994). Berhentinya pertumbuhan 

juga dapat disebabkan berkurangnya beberapa nutrien esensial dalam media atau karena 

terjadinya akumulasi autotoksin dalam media atau kombinasi dari keduanya. Berdasarkan 

kinetika pertumbuhan bakteri B. flexus memiliki maksimal kepadatan sel pada waktu 

pengamatan jam ke-36 yaitu sebesar 7,9534 ± 0,0517 x108 sel/ml. Berdasarkan hasil analisis 

one way annova menunjukkan bahwa kepadatan maksimal sel bakteri B. flexus berbeda secara 

nyata dengan waktu pengamatan yang lain. 

 

 
Gambar 2. Kinetika Enzim Protease Ekstraseluler Bakteri Bacillus flexus. 

Berdasarkan pengamatan aktivitas protease bakteri B. flexus ditiap jam pengamatan 

memiliki pola polynomial (Gambar 2). Pada waktu pengamatan jam ke-0 hingga jam ke-2 

aktivitas protease masih dalam fase penyesuaian. Aktivitas protease jam ke-0 sebesar 

0,2742±0,0032 IU/ml, sedangkan jam ke-2 sebesar 2,29±0,0039 IU/ml. Pada waktu pengamatan 

jam ke-4 hingga jam ke-30 mengalami fase stasioner aktivitas protease dengan nilai sebesar 

0,3959±0,0054 dan 0,4424±0,006 IU/ml. Pada jam ke-30 hingga jam ke-42 terjadi peningkatan 

aktivitas protease secara eksponensial yaitu pada jam ke-42 sebesar 0,6721±0,0008 IU/ml. Pada 

genus Bacillus, sintesis enzim ekstraseluler dalam jumlah terbesar  secara normal terjadi pada 

saat sebelum sporulasi yaitu pada akhir fase  eksponensial atau awal stasioner (Suhartono, 

1992). B. Subtilis galur 38 semua sel bakteri muncul dalam bentuk sel vegetatif selama 12 jam 

pertama, kemudian terbentuk spora antara 16 dan 24 jam periode inkubasi. Hasil ini 

mengindikasikan bahwa produksi  tertinggi protease dicapai selama fase eksponensial dan 

berlangsung konstan saat spora telah terbentuk (fase stasioner). Produksi protease pada akhir 

fase  eksponensial  atau awal fase stasioner telah  dilaporkan (Mubarik & Wirahadikusumah, 

1996). 
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Tabel 2. Parameter Aktivitas Protease (Spesifik, Total aktivitas dan Aktivitas Protease) pada 

Bakteri Bacillus flexus 

Waktu Inkubasi 

(jam ke-) 

Aktivitas Spesifik 

(IU/mg) 
Total Aktivitas 

Protease (IU) 

Aktivitas Protease 

(IU/ml) 

0 jam 7,3125 ± 0,0493 274,2045 ± 3,2314 0,2742 ± 0,0032 ᵃ 

2 jam 8,6814 ± 0,0585 272,6139 ± 3,6757 0,2900 ± 0,0039 ᵇ 

4 jam 12,1176 ± 0,0788 348,3512 ± 4,7879 0,3959 ± 0,0054 ᶜ 

6 jam 12,9192 ± 0,0840 343,2930 ± 4,2011 0,4187 ± 0,0051 ᵈ 

12 jam 15,5148 ± 0,1088 322,9261 ± 4,3541 0,4249 ± 0,0057 ᵈ 

18 jam 15,8787 ± 0,1113 298,6465 ± 0,4815 0,4266 ± 0,0007 ᵈᵉ 

24 jam 16,9407 ± 0,1238 280,5020 ± 1,7758 0,4383 ± 0,0028 ᵉᶠ 

30 jam 21,5719 ± 0,1402 256,6024 ± 3,4599 0,4424 ± 0,0060 ᶠ 

36 jam 26,6324 ± 0,1868 247,9364 ± 2,9245 0,4768 ± 0,0056 ᶢ 

42 jam 29,6146 ± 0,2164 133,2354 ± 0,3678 0,6721 ± 0,0008 ʰ 

48 jam 35,1011 ± 0,2367 170,9783 ± 1,1151 0,4274 ± 0,0028 ᵈᵉ 

 

Keterangan:  

nilai adalah rata-rata ± standar deviasi, huruf italik yang sama dibelakang nilai ditiap 

kolom adalah tidak berbeda secara nyata dengan p≥0,05. 

 

Pada pengamatan jam ke-42 terjadi penurunan aktivitas protease secara drastis hingga 

akhir pengamatan jam ke-48. Nilai aktivitas protease pada jam ke-48 sebesar 0,4274±0,0028 

IU/ml. Berdasarkan hasil analisis one way annova menunjukkan bahwa akivitas protease 

tertinggi pada jam ke-42 berbeda secara signifikan p<0,05. Penurunan aktivitas protoase dapat 

dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya pH, suhu dan waktu inkubasi. Dalam suatu reaksi 

enzimatik, setelah suhu optimal tercapai laju reaksi akan turun (Tortora et al., 2000). Penurunan 

aktivitas protease terjadi karena perubahan struktur enzim yang akan menyebabkan penurunan 

laju katalitik. Akibat perubahan struktur enzim sisi aktif enzim mengalami perubahan bentuk 

sehingga tidak dapat digunakan secara baik dalam mengikat substrat. 

Pada akhir pengamatan pertumbuhan dalam reaktor fermentor dilakukan pemisahan 

antara pelet bakteri dengan supernatan. Supernatan yang diperoleh selanjutnya dilakukan isolasi 

enzim protease dengan menggunakan metode pengendapan ammonium sulfat. Kadar 

ammonium sulfat yang digunakan dalam perlakuan adalah berbeda yaitu 50, 60, 70, 80 dan 90 

%.  

 

Tabel 3. Aktivitas  Enzim Protease Hasil Pengendapan atau Isolasi dengan Amonium Sulfat 

Amonium 

Sulfat (%) 

AP 

(U/ml) 

KP 

(mg/ml) 

TAP 

(U) 

TKP 

(mg) 

AS 

(U/mg) 

50 13,282 ± 0,375 2,223 ± 0,157 3984,833 ± 112,708 667,059 ± 47,234 5,994 ± 0,593 ᵇ 

60 14,766 ± 0,417 1,241 ± 0,087 4430,042 ± 125,300 372,471 ± 26,374 11,930 ± 1,181 ᶜ 

70 12,664 ± 0,358 3,922 ± 0,498 3799,285 ± 107,460 1176,600 ± 149,540 3,249 ± 0,321 ᵃ 

80 12,675 ± 0,358 6,240 ± 0,441 3802,530 ± 107,551 1872,040 ± 132,552 2,038 ± 0,201 ᵃ 

90 12,375 ± 0,350 6,537 ± 0,462 3712,731 ± 105,011 1961,320 ± 138,88 1,899 ± 0,188 ᵃ 

Keterangan:  

nilai adalah rata-rata ± standar deviasi, huruf itali yang sama dibelakang nilai ditiap 

kolom adalah tidak berbeda secara nyata dengan p≥0,05 
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Hasil aktivitas spesifik protease dalam pengendapan ammonium sulfat (Tabel 3). 

Berdasarkan hasil pengendapan protease dengan ammonium sulfat menunjukkan semakin tinggi 

kadar ammonium sulfat yang digunakan aktivitas spesifik protease akan semakin tinggi hingga 

pada konsentrasi ammonium sulfat optimal akan mengalami penurunan pada konsentrasi yang 

lebih tinggi. Aktivitas spesifik protease pada kadar ammonium sulfat 50 % sebesar 5,994±0,593 

U/mg. aktivitas spesifik protease tertinggi terdapat pada pengendapan ammonium sulfat dengan 

konsentrasi 60 % yaitu sebesar 11, 930±1,181 U/mg. sedangkan pada kadar ammonium sulfat 

70,80 dan 90 % mengalami penurunan secara berturut-turt yaitu 3,249;2,038 dan 1,899 U/mg. 

Berdasarkan analisis one way annova aktivitas spesifik tertinggi adalah pada kadar ammonium 

sulfat 60 % berbeda secara siginifikan p <0,05. 

Pengendapan menggunakan garam didasarkan pada kelarutan protein  yang  berinteraksi  

polar dengan  molekul air,  interaksi  ionik  protein  dengan  garam,  dan  daya  tolak  menolak  

protein  yang bermuatan  sama.  Kelarutan  protein  (pada  pH  dan  suhu  tertentu)  meningkat 

pada kenaikan  konsentrasi  garam  (salting  in).  Kenaikan kelarutan protein akan meningkatkan 

kekuatan ion larutan. Penambahan garam tertentu akan menyebabkan kelarutan protein menurun 

(salting out). Molekul air yang berikatan dengan ion-ion garam  semakin  banyak  yang 

akhirnya menyebabkan penarikan selubung air yang mengelilingi permukaan protein, sehingga 

menyebabkan protein saling berinteraksi, beragregasi,  dan  kemudian mengendap. Amonium 

sulfat  merupakan  garam  yang paling  sering  digunakan  untuk  mengendapkan  protein  

karena  memiliki  daya  larut tinggi didalam air dan relatif tidak mahal (Scopes, 1987).  

 

 
Gambar 3. Karakteristik Aktivitas Protease Pada Perlakuan Perbedaan Suhu Lingkungan 

Protease hasil isolasi selanjutnya dilakukan uji stabilitas suhu pada suhu 30, 35, 37, 40 

dan 45 oC  (Gambar 3).  Berdasarkan Gambar 3 menunjukkan semakin tinggi suhu 30, 35 dan 

37 oC aktivitas protease semakin meningkat secara berurutan dengan nilai 8,35; 8,77 dan 11,47 

IU/ml. Pengaruh suhu sangat menentukan aktivitas enzim pada waktu mengkatalisa suatu 

reaksi. Seluruh enzim memerlukan jumlah suhu tertentu untuk dapat aktif. Sejalan dengan 

meningkatnya suhu, makin meningkat pula aktivitas enzim. Secara umum, setiap peningkatan 

sebesar 10 °C diatas suhu minimum, aktivitas enzim akan meningkat sebanyak dua kali lipat. 

Aktivitas enzim meningkat pada kecepatan ini hingga mencapai kondisi optimum. Peningkatan 
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suhu yang melebihi suhu optimumnya menyebabkan lemahnya ikatan di dalam enzim secara 

struktural (Pratiwi, 2008).  

Pada perlakuan suhu 40 dan 45 oC mengalami penurunan aktivitas protease yaitu 

dengan nilai 11,27 dan 1,39 IU/ml. Berdasarkan hasil analisis one way annova menunjukkan 

bahwa perlakuan suhu 30 oC merupakan kondisi optimal enzim protease dengan nilai tertinggi 

secara signifikan. Pada suhu maksimum enzim akan terdenaturasi karena struktur protein 

terbuka dan gugus non polar yang berada di dalam molekul menjadi terbuka keluar, kelarutan 

protein di dalam air yang polar menjadi turun, sehingga aktivitas enzim juga akan turun 

(Lehninger, 1998). 

 

 
Gambar 4. Karakteristik Aktivitas Protease Pada Perlakuan Perbedaan pH Lingkungan 

 

Selain protease dilakukan uji stabilitas terhadap suhu selanjutnya protease dilakukan uji 

stabilitas terhadap perbedaan pH yaitu 6, 7, 8  dan 9 (Gambar 4). Berdasarkan hasil pengamatan 

menunujukkan semakin tinggi pH 6,7 dan 8 maka aktivitas protease semakin tinggi yaitu 

sebesar 15,96; 16,02 dan 21,47 IU/ml. Sedangkan pada pH 9 mengalami penurunan aktivitas 

protease yaitu dengan nilai 18,62 IU/ml. Berdasarkan hasil analisis one way annova 

menunjukkan bahwa perlakuan pH 8 merupakan kondisi optimal untuk protease dengan 

aktivitas tertinggi secara siginifikan p<0,05. Nilai pH juga berpengaruh terhadap kecepatan 

aktivitas enzim dalam mengkatalisis suatu reaksi. Hal ini disebabkan konsentrasi ion hidrogen 

mempengaruhi struktur tiga dimensi enzim dan aktivitasnya. Setiap enzim memiliki  pH 

optimum dimana pada pH tersebut struktur tiga dimensinya paling kondusif untuk mengikat 

substrat. Bila konsentrasi ion hidrogen berubah dari konsentrasi optimal, aktivitas enzim secara 

progresif hilang sampai pada akhirnya enzim menjadi tidak fungsional (Lehninger, 1998). 

 

 
KESIMPULAN  

 

Aktivitas hidrolisis protein oleh enzim protease bakteri B. flexus sebesar 0,67 IU/ml 

dengan aktivitas spesifik 0,65 IU/mg. enzim protease B. flexus optimal dilakukan isolasi pada 

kosnentrasi ammonium sulfat 60% dengan aktivitas spesisifik sebesar 11,93 U/mg. 
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karakterisitik enzim protease bakteri B. flexus optimal pada suhu 300C dan pH 8 dengan 

aktivitas protease sebesar 11,47 IU/ml dan 21,47 IU/ml. 

DAFTAR PUSTAKA  

 

Annamalai, N., Kumar, A., Savanakumar, A., Vijajlakshmi, A., and Balasubramanian, T., 2011, 

“Characterization of Protease from Algaligens faecalis and Its antibacterial Activity on 

Fish Patogens”, J. Environ. Biol, 32, hal. 781-786. 

Bach, F., Jenatton, R., Mairal, J., and Obozinski, G., 2011,  Convex optimization with sparsity-

inducing norms. In Optimization for Machine Learning. MIT press. 

Gaman, P.M. and K. B. Sherington, 1992. Ilmu Pangan: Pengantar Ilmu Pangan, 

Nutrisi dan Mikrobiologi. Penerjemah M. Gardjito. UGM Press, 

Yogyakarta. 

Judoamidjojo, E. 1990. Teknologi Fermentasi. Jakarta: Penerbit Rajawali Press. hal. 

57. 
Lehninger, A. L. 1998. Dasar - Dasar Biokimia. Jakarta: Penerbit Erlangga. 

Mangunwidjaja, D. dan A. Suryani., 1994. Teknologi Bioproses. Penebar 

Swadaya, Jakarta. 

Middelbeek et al., 1992. Growth in batch culture. In Vitro Cultivation of 

Microorganisme. Biotechnology by Open Learning. 
Moriarty D.J.W. 1999. Disease Control in Shrimp Aquaculture with Probiotic Bacteria, 

Proceedings of the 8th International Symposium on Microbial Ecology, Bell CR, 

Brylinsky M, Johnson-Green P (eds) Atlantic Canada Society for Microbial Ecology, 

Canada:  Halifax.    

Mubarik  NR,  Wirahadikusumah  M.  1996. Pemurnian  dan  karakterisasi  protease 

ekstraseluler Bacillus  subtilis ATCC 6633. Hayati 3:50-54. 
Nooralabetu, K.P., 2014, Optimization of Ammonium Sulfate Precipitation Method to Achieve 

High Through put Concentration of Crude Alkaline Phospatase from Brown Shrimp 

(Metapenaeus monoceros) Hepatopancreas, International Journal of Analytical 

Biology-Sciences, 2(1): 7 – 16. 

Said, E.G. 1987. Teknologi Fermentasi. Jakarta: CV Rajawali. 

Scopes, R.K. (1987), “Protein Purification”: Principles and practices 2nd. Ed. Springer –

Verlag. New York. Inc. 

Sreekumar, G., Dhurga, D., Maheswari N.U., and Krishnan, S, 2010, “Comparative Study on 

the Antimicrobial Activity of Probiotic Bacillus subtilis SK09 against Microbial 

Isolates from Dairy Effluent”, Advanced Biotech. Vol. 10, hal. 32 – 34. 

Suhartono MT., Suswanto A, Widjaja H. (1992). Diklat Struktur dan Biokimia Protein. PAU 

IPB, Bogor. 

Pratiwi, S. T., 2008, Mikrobiologi Farmasi, Jakarta: Erlangga 

Tortora, J.G., Funkle, B.R. & Case, C.L., 2001, Microbiology an introduction 7th edition, 

Addision Wesley Longman Inc. 

 




	Cover ok
	Daftar isi
	16. Wilis-v

