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RINGKASAN 
  

Bakteri termofilik merupakan  sumber bagi enzim industri termostabil. Eksplorasi 

bakteri termofilik dari berbagai sumber hidrotermal terus dilakukan, mengingat permintaan 

akan enzim ini terus meningkat. Salah satunya adalah bakteri proteolitik termofilik yang 

menghasilkan ensim protease yang stabil terhadap panas dan mampu mengkatalis reaksi 

kimia dengan cepat pada suhu tinggi. Sulawesi Utara memiliki beberapa perairan hidrotermal 

laut, salah satunya adalah perairan hidrotermal pantai Moinit.  

Bakteri proteolitik termofilik telah berhasil diisolasi dari perairan hidrotermal pantai 

Moinit. Setiap isolat bakteri proteolitik memiliki karakteristiuk morfologi yang berbeda. 

Akan tetapi, isolat bakteri ini belum diidentifikasi secara sempurna dan ensim protease dari 

bakteri ini belum diteliti. Oleh sebab itu tujuan penelitian ini untuk mengidentifiaksi bakteri 

proteolitik termofilik secara sempurna lewat identifikasi molekular serta mengekstraksi, 

purifikasi dan karakterisasi ensim protease yang dihasilkannya. Tujuan jangka panjang hasil 

peneltian ini sangat berguna dalam penggunaan dan pengembangan pemanfaatan bakteri 

termofilik maupun ensim protease tahan panas, lebih khusus dalam bidang teknologi industri,   

Pada tahun pertama ini, bakteri telah diidentifikasi secara molekuler  lewat amplikasi gen 

16S rRNA menggunakan PCR dengan primer universal untuk domain bakteri.  Isolasi 

genomik telah berhasil dilakukan untuk isolate 2b, 4b, 9a dan 9b. Gen penyandi protease 

isolate 2b telah diamplifikasi dengan primer keratinase.  Urutan DNA nukleotida dari produk 

hasil amplifikasi disekuens dan dibandingkan dengan sekuen data base National Center for 

Biotechnology Informatioan (NCBI).  Berdasarkan hasil BLAST analysis dari sekuence 16S 

rDNA menunjukkan bahwa isolate 2b memiliki kesamaan dengan Bacillus cereuens (99% 

identity), 4b dan 9a memiliki kesamaan dengan B. subtillis (100% identity), dan 9b dengan 

Pseudomonas balearica (98% identity).  

Selanjutnya, pada tahun kedua, protease akan diproduksi menggunakan media TMM 

dan dipurifikasi dengan fraksinasi ammonium sulfat dan dialisis.  Aktivitas protease akan 

diuji dengan menggunakan metode Bergmeyer dan Ward (1984) yang dimodifikasi. 

Penentuan protein akan menngunakan metode Lowry 1964 dalam Bollag et al, 1996.  

Kemudian protease akan ditentukan waktu produksi optimum, suhu dan pH optimum serta 

pengaruh katalisator dan inhibitor. 

 

Kata kunci : Bakteri termofilik, DNA, identifikasi molekuler. karakterisasi, protease. 
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PRAKATA 
 

Universitas Sam Ratulangi merupakan lembaga penidikan tinggi yang sangat 

memotivasi peneliti untuk menghasilkan suatu karya penelitian yang dapat menunjang sistem 

industri nasional serta infrastruktur  Unsrat sebagai lembaga pendidikan tinggi menghasilkan 

sumberdaya berbudaya riset, yang dapat menjalankan sistem industri nasional serta 

infrastruktur pengembangan ilmu pengetahuan, teknologi, seni budaya ilmu sosial dan 

kemanusiaan. Unsrat sebagai universitas memiliki basis riset yang mengembangkan dan 

menerapkan teknologi serta mampu menciptakan nilai tambah maksimal untuk mencapai 

kesejahteraan masyarakat dan bangsa Indonesia.  

Sejalan dengan salah satu prioritas bidang riset unggulan Unsrat yakni kemaritiman. 

penelitian ini akan mengeksplorasi dan mengekploitasi sumberdaya laut (bakteri laut) pada 

perairan hydrotemal untuk dapat dimanfaatkan protease tahan panas yang dihasilkan.  

Sulawesi Utara memiliki beberapa sistem hidrotermal perairan laut yang merupakan habitat 

bakteri termofilik laut dengan keragamannya. Eksplorasi bakteri termofilik dari berbagai 

sumber hidrotermal penting dan terus dilakukan, mengingat permintaan akan protease tahan 

panas terus meningkat.   

Ucapan terima peneliti sampaikan kepada Pimpinan Universitas Sam Ratulangi 

Manado, karena lewat dana  penelitian ini dapat terlaksana. Begitu kepada semua pihak yang 

terkait sehingga penelitian ini dapat berjalan dengan lancar. 

 

        Manado,  November 2018 

 

         Tim Peneliti 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

Bakteri tersebar luas di alam dan berada dalam populasi yang besar dan beragam. 

Penyebarannya sampai pada tempat-tempat dengan kondisi ekstrim seperti pH, salinitas dan 

suhu lingkungan yang tinggi atau rendah (Ambramowicz,1990).  Bakteri yang mampu 

bertahan hidup pada kondisi lingkungan bersuhu tinggi dikenal sebagai bakteri termofilik. 

Suatu daya tarik tersendiri dari bakteri ini adalah kemampuannya untuk menghasilkan enzim 

yang stabil terhadap panas dan bahkan enzim yang dihasilkannya mampu mengkatalis reaksi 

kimia dengan cepat pada suhu tinggi (Friedman dkk, 1992). 

Penggunaan bakteri termofilik dalam proses fermentasi industri (Van de Burg, 2003) 

memberikan beberapa keuntungan seperti pendinginan fermenter yang tidak diperlukan 

sehingga biaya fermentasi lebih rendah, banyak enzim yang disekresikan dan viskositas kaldu 

kultur bakteri yang rendah.  Salah satu enzim yang dihasilkan oleh bakteri termofilik yang 

bersifat stabilitas terhadap panas adalah protease.  Enzim ini bermanfaat untuk menghidrolisis 

protein.  Enzim protease dapat dimanfaatkan diberbagai bidang seperti di bidang pertanian, 

industri, farmasi, makanan, kosmetik dan lingkungan. 

Di perairan laut, bakteri termofilik dijumpai di sistem hidrotermal perairan dangkal 

dan di sumber air panas dasar laut.  Beberapa hasil penelitian di perairan hidrothermal 

menunjukkan terdapat berbagai jenis bakteri termofilik diantaranya :  Thermus aquaticus, 

Bacillus caldolyticus dan Bacillus caldotenax (Dwidjoseputro,1990). Eksplorasi tentang 

bakteri termofilik dari berbagai sumber hidrotermal telah dilakukan dan akan terus dilakukan, 

mengingat permintaan akan enzim ini terus meningkat.  Sulawesi Utara memiliki beberapa 

sistem hidrotermal perairan laut yang merupakan habitat bakteri termofilik dan mengandung 

bakteri termofilik yang beragam.  Salah satu sistem hidrotermal perairan laut tersebut adalah 

perairan pantai Moinit.  Penelitian ini ingin mengungkap bakteri termofilik, khususnya 

penghasil protease dari perairan tersebut. Langkah awal yang perlu dilaksakan adalah 

mengidentifikasi bakteri proteolitik termofilik tersebut. Identifikasi dilaksanakan secara 

konvensional yakni secara mikrobiologi dan identifikasi molekular lewat16S rRNA 

sequencing yang dapat mengidentifikasi bakteri yang sulit untuk diidentifikasi dengan 

metode konvensional. Identifikasi molekular lewat 16S rRNA sequencing digunakan sebagai 

parameter sistematik molekuler universal, representatif, dan praktis untuk mengkonstruksi 

kekerabatan filogenetik pada tingkat spesies.  

Biakan bakteri memiliki kemampuan dapat memproduksi protease (Arastu-Kapur et 

al., 2008). Ditinjau secara ekonomi enzim protease dari mikroorganisme lebih 

menguntungkan karena mikroorganisme pertumbuhannya cepat, dapat tumbuh pada substrat 
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yang murah, lebih mudah ditingkatkan hasilnya melalui pengaturan kondisi pertumbuhan dan 

rekayasa genetika, serta mampu menghasilkan enzim yang dengan kondisi ekstrim (Singh et 

al., 2016). Oleh sebab itu, produksi, ekstraksi, purifikasi dari protease sangat penting dalam 

pemanfaatan bakteri dan ensim yang dihasilkannya.  

 

 
BAB  2. TINJAUAN PUSTAKA 

Bakteri termofilik merupakan bakteri yang dapat hidup pada suhu 45 – 80 o C, 

sedangkan bakteri hiprtemofilik dapat hidup diatas 80oC.  Kemampuan bakteri termofilik 

untuk hidup pada kisaran suhu yang tinggi umumnya disebabkan oleh enzim-enzimnya yang 

resisten atau stabil terhadap panas, baik enzim-enzim yang terlibat dalam metabolisme 

ataupun hidrolisis (Bergquist, dkk.,1987).  Bakteri termofilik mengundang daya tarik untuk 

diaplikasikan dalam proses-proses industri fermentasi maupun dalam proses-proses 

bioteknologi lainnya. Khususnya enzim-enzim termofilik dikenal bersifat stabil panas dan 

mampu mengkatalisis berbagai reaksi dengan cepat pada suhu tinggi (Friedman 1992). Lacey 

(1990) berpendapat bahwa, pada industri fermentasi penggunaan bakteri termofilik sangat 

menguntungkan karena suhu yang tinggi meningkatnya laju difusi dan kelarutan substrat-

substrat non-gas, sehingga meningkatkan efesiensi.   

Salah satu ensim termofilik yang dihasilkan oleh bakteri termofilik adalah protease. 

Protease adalah ensim yang berperan dalam reaksi pemecahan protein. Ensim ini merupakan 

golongan hidrolase serta dihasilkan secara ektraseluler oleh mikroorganisme dan mempunyai 

peranan yang penting dalam metabolisme sel dan keteraturan proses dalam sel (Ward, 1983).  

Dewasa ini protease telah dieksploitasi secara komersial untuk membantu pemecahan protein 

dalam berbagai proses industri. Protease merupakan salah satu kelompok yang paling penting 

dari enzim industri yang secara luas digunakan dalam industri makanan, farmasi, hidrolisis 

protein, deterjen, pembuatan keju, bir, fotografi, baking, industri kulit juga digunakan dalam 

makanan hewan dan manusia untuk membantu proses bantu pencernaan (Synowiecki, 2010; 

Dias dkk, 2008). Sekitar 75% dari penjualan dunia aplikasi enzim dalam dunia industri adalah 

enzim hidrolitik, yang mana sekitar 60% adalah enzim proteolitik (Ningthoujam dan Kshetri, 

2010; Rai dkk, 2010).  

Protease yang diproduksi secara komersial mikroba. menawarkan sumber yang 

menarik dari protease karena dapat diproduksi dalam jumlah besar dalam waktu singkat 

dengan menggunakan teknik fermentasi (Dabananda dan Kshetri, 2010). Selain itu, produk 

protein yang dihasilkan lebih stabil daripada yang dari tumbuhan dan hewan.   
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 Bakteri termofilik telah menjadi sumber yang menarik untuk enzim industri 

termostabil (Van den Burg, 2003). Enzim termostabil menunjukkan tingkat yang lebih tinggi 

dari perlawanan terhadap protein denaturan misalnya, deterjen, pH ekstrim dan pelarut 

organik bila dibandingkan dengan enzim mesofilik analog. Bacillus sp merupakan bakteri 

proteolitik termofilik yang telah berhasil diidentifikasi, diisolasi dari hot spring of Tarabalo, 

Odisha, India (Panda dkk, 2012). Wilson dan Remigio (2012) telah berhasil 

mengkarakterisasi protease dari bakteri termofilik yang diisolasi dari hot spring, Zimbabwe.  

  Beberapa penelitian khususnya di Indonesia telah berhasil mengisolasi dan 

mengidentifikasi bakteri proteolitik termofilik seperti dari sumber air panas Plantungan 

Kendal (2009) dan Gunung Merapi (2012). Eksplorasi tentang bakteri termofilik dari 

berbagai sumber hidrotermal akan terus dilakukan, mengingat permintaan akan enzim ini 

terus meningkat. Sulawesi Utara memiliki beberapa perairan hidrotermal laut sepereti 

perairan Likupang dan Moinit. Berdasarkan road map penelitian yang telah  dilaksanakan, 

peneliti berhasil mengisolasi bakteri termofilik dari perairan hidrotermal pantai Moinit, 

Sulawesi Utara (2009). Bakteri tersebut dapat tumbuh pada suhu  > 60oC. Oleh sebab itu, 

peneliti ingin mengidentifikasi kemampuan bakteri termofilik tersebut dalam menghasilkan 

protease, mengidentifikasi jenis bakteri proteolitik termofilik tersebut guna memperoleh 

isolat murni bakteri proteolitik termofilik yang teridentifikasi dengan baik serta 

memproduksi, memurnikan dan mengkarakterisasi protease tahan panas dari bakteri 

termofilik tersebut. 

 Identifikasi bakteri secara molekular menggunakan teknik PCR. Teknik ini digunakan 

untuk menelaah profil DNA gen 16S-rRNA (Wang dkk, 2009). 16S rRNA sequencing sangat 

berguna dalam mengidentifikasi bakteri yang yang sulit untuk diidentifikasi dengan metode 

konvensional (Mignard  and Flandrois, 2006). 16S-rRNA digunakan sebagai parameter 

sistematik molekuler universal, representatif, dan praktis untuk mengkonstruksi kekerabatan 

filogenetik pada tingkat spesies.  

Penelitian ini diharapkan bermanfaat dalam pengembangan pemanfaatan protease 

termofilik dari bakteri yang diisolasi dari perairan pantai Moinit sebagai informasi substansi 

unggul. Hasil penelitian ini akan dipublikasikan pada jurnal internasional.   
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BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1. Tujuan penelitian 

             Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri proteolitik termofilik yang 

diisolasi dari perairan hidrotermal pantai Moinit, Sulawesi Utara. Secara khusus penelitian ini 

bertujuan untuk : 

1. Mengidentifikasi bakteri proteolitik termofilik dari perairan hidrotermal pantai Moinit 

secara molekular. 

2. Mendapatkan isolat murni bakteri proteolitik termofilik. 

3. Mengidentifikasi dan menentukan posisi filogen molekuler spesies bakteri proteolitik 

termofilik.  

4.  Mendapatkan ensim protease tahan panas. 

5.  Mengkarakterisasi ensim protease tahan panas. 

 

3.2.  Manfaat penelitian 

Bakteri termofilik memiliki daya tarik karena kemampuannya menghasilkan enzim 

yang stabil terhadap panas seperti protease.  Sulawesi Utara memiliki beberapa sistem 

hidrotermal perairan laut yang merupakan habitat bakteri termofilik dengan keragamannya. 

Salah satu sistem hidrotermal perairan laut tersebut adalah perairan pantai Moinit.  Eksplorasi 

bakteri termofilik dari berbagai sumber hidrotermal terus dilakukan, mengingat permintaan 

akan enzim ini terus meningkat. Penelitian bakteri termofilik penghasil protease dari perairan 

hidrotermal Sulawesi Utara penting dilaksanakan untuk mengekploitasi keanekaragaman, 

mendapatkan isolat murni yang telah teridentifikasi, mendapatkan protease tahan panas yang 

telah terkarakterisasi  sehingga nantinya dapat  dikembangkan dan dimanfaatkan secara 

optimum, khususnya dalam bidang  bidang industri. 

 

BAB 4. METODE PENELITIAN  

 Penelitian ini direncanakan untuk dilaksanakan dalam dua tahap/dua tahun; Fokus 

capaian pada tahun-1 adalah identifikasi molekular bakteri termofilik pengahasil protease dari 

perairan hidrotermal pantai Moinit, Sulawesi Utara. Adapun tahapan pelaksaan penelitian 

pada tahap ini adalah:  

4.1. Penyegaran Inokulum 

 Setiap isolat bakteri proteolitik termofilik ditumbuhkan kembali pada media TMM 

cair (MgSO4 . 7H2O, 0.01%; . K2HPO4, 0.1 %; (NH4)2SO4, 0.35%; NaCl, 0.1 %; Yeast extract, 

0.05%; Peptone, 0.05%). Bakteri yang tumbuh, diuji kembali aktivitas protease dengan 
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menumbuhkannya pada media TMMA yang mengandung protein.  Kemampuan bakteri 

dalam menghasilkan protease ditandai dengan terbentunya zona bening di sekitar koloni 

bakteri yang tumbuh. 

4.2. Isolasi DNA bakteri 

Isolasi DNA terhadap setiap isolat bakteri yang berhasil diidentifikasi secara 

mikroskopik dan biokimia dilakukan dengan menggunakan Innuprep DNA mini kit 

(Biometra). Larutan DNA genom disimpan pada suhu -20°C untuk selanjutnya digunakan 

pada tahap amplifikasi gen 16SrRNA. 

4.3. Amplifikasi gen 16S-rRNA dengan PCR  

Primer yang digunakan adalah primer universal untuk domain bakteri berupa forward 

primer 8F (5 ́-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ́) and 1492R (5 ́ TACCTTGTTACGACT-

3 ́). Semua komponen reaksi dicampur ke dalam microtube dan dimasukkan ke dalam mesin 

PCR. Tahapan PCR terdiri dari pre-denaturasi 95 oC, 6 menit; tahap denaturasi 95 oC, 30 

detik; tahap annealing 52 oC, 30 detik, tahap elongasi 72 oC selama 30 detik. Proses PCR 

terdiri dari 35 siklus. Selanjutnya post PCR pada suhu 72 oC selama 10 menit dan tahap stop 

PCR pada suhu 4oC. Hasil PCR disimpan pada suhu -20 oC atau langsung dielektroforesis. 

4.4. Penentuan gen penyandi protease 

PCR reaksi yang digunakan adalah 2KAPA Taq Extra Hot start ready Mix with dye 

dengan primer protease/keratinase (Kert) berupa forward primer  Kert-F 

(GGTGTWYTWGGSGTYGCKCCAARGC) dan reverse primer Kert-R 

(CTCCBGCWACRTGMGGAGAHGCCAT).   Semua komponen reaksi dicampur ke dalam 

microtube dan dimasukkan ke dalam mesin PCR. Tahapan PCR terdiri dari pre-denaturasi 95 

oC, 3 menit; tahap denaturasi 95 oC, 30 detik; tahap annealing 46-60 oC, 30 detik, tahap 

elongasi 72 oC selama 1 menit. Proses PCR terdiri dari 35 siklus.  post PCR pada suhu 72 oC 

selama 1 menit dan tahap stop PCR pada suhu 4 oC. Hasil PCR disimpan pada suhu -20 oC 

atau langsung dielektroforesis. Pita yang menunjukkan gen penyandi protease dari hasil 

elektroforesis kemudian dipotong dan selanjutnya diektraksi. Hasil ekstraksi DNA gen 

penyandi protease kemudian akan disekuens. 

4.5. Elektroforesis  

Gel elektroforesis disiapkan dengan 0,8 % agarose dalam 1x buffer TAE (0,24 gr 

agarose dalam 30 ml 1xTAE) (50x tris-asetat EDTA (TAE):1 l dH20, 242 gr Tris-basa, 37,2 

gr Na2EDTA, 57,1 ml asam asetat glasial), dipanaskan dan setelah larut didinginkan sampai 

50oC kemudian dituang pada cetakan gel. Wadah yang sudah berisi gel diberi buffer 1x TAE 

secukupnya kemudian memasukkan sampel hasil digesti pada sumur-sumur gel. Pada waktu 
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elektroforesis diberikan suatu marker atau penanda molekul DNA. Elektroforesis dilakukan 

pada kondisi 30-40 Volt dan 28 – 29 mA dan diakhiri setelah bromofenol sampai tepi bawah 

gel (Aris, dkk, 2013). Hasil elekroforesis kemudian didokumentasi. 

4.6. Sekuensing  

Sekuensing dilakukan untuk menentukan urutan nukleotida pada fragmen DNA yang 

terdeteksi dari hasil visualisasi DNA yang teramplifikasi dalam proses PCR menggunakan 

mesin sekuensing DNA otomatis. Proses sekuensing dikirim ke laboratorium pelayanan 

analisis gen DNA. Sekuen DNA yang diperoleh dibandingkan dengan sekuen data base 

National Center for Biotechnology Informatioan (NCBI) secara online pada situs GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  Selanjutnya untuk melihat hubungan kekerabatan tiap-tiap 

isolat dengan beberapa bakteri dan evolusinya digunakan program Mega 7  

Fokus capaian pada tahun-2 adalah ekstraksi, pemurnian dan karakterisasi protease 

tahan panas dari bakteri termofilik yang diisolasi dari perairan hidrotermal pantai Moinit. 

Hasil kajian yang diperoleh dalam seluruh tahapan penelitian ini akan menjadi acuan 

pengembangan dan pemanfaatan ensim tahan panas dalam bioteknologi industri.  

Adapun bagan alir kegiatan penelitian ini disajikan pada Gambar 1.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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BAB 5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI 

 Isolat bakteri penghasil protease yang telah disegarkan dan kultur kembali kemudian 

diuji kembali aktivitas protease.  Terlihat bahwa isolate-isolat bakteri tersebut masih 

menunjukkan adanya aktivitas protease yang ditandai dengan terbentuknya zona bening di 

sekitar koloni bakteri yang tumbuh pada media yang mengandung pati (Gambar 2).  Isolat-

isolat yang positif memiliki aktivitas protease kemudian di kultus dan diisolasi DNA nya.  

Keberhasilan isolasi DNA terlihat dari hasil elektroforesis (Gambar 3).  Dari 9 isolat yang 

diisolasinya, telihat bahwa 5 isolat berhasil diisolasi DNA nya dengan adanya pita yang 

terbentuk pada lintasan gel.   

 Lima isolate bakteri tersebut kemudian diamplifikasi menggunakan PCR dengan 

primer universal untuk domain bakteri berupa forward primer 8F (5 -́

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ́) and 1492R (5 ́ TACCTTGTTACGACT-3 ́). Kelima 

isolate tersebut berhasil diamplifikasi.  Hal tersebut ditandai dengan adanya pita pada lintasan 

gel setelah dielektroforesis (Gambar 4).  Pita tersebut berada pada sekitar 1400 bp yang 

menunjukkan DNA 16 sRNA bakteri. 

 

 

Gambar 2.  Aktivitas protease bakteri termofilik yang ditunjukkan lewat terbentuknya zona 

                 bening disekitar koloni bakteri 
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                                      Gambar 3.  Hasil elektroforesis DNA bakteri 

 

 
                  

              

                                      Gambar 4.  Amplifikasi DNA bakteri 

 

 DNA hasil amplifikasi kemudian disequence.  Dari hasil sequence, 4 isolat yang 

menghasil hasil sequence yang baik.  Adapun hasil sequence dari keempat isolate tersebut 

adalah sebagai berikut: 
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> Gen 16S-2b 

CTCTCGTGGTGTGACGGGGGGTGTGTACAAGGGCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGGTGATCC

GCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTT

TTATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGTCCATTGGAGCACGTGTGTAGC

CCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTC

ACCTTAGAGTGGCCAACTTAATGATGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC

CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGA

AGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGGTCTTCGCGTTGCTTCGAATT

AAACCACATGCTCCACCGCTTGGGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGT

ACTCCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTT

AGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGC

CTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTT

CACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCC

ACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAA

TTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCT

GGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTT

ACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGAT

TCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC

AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTC

CATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGT

ATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTC

CGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTTAATCCATCGCTCGACTGCA 

 

 

>Gen16S-4b 

TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT

GGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTG

AACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATT

AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG

CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT

GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTT

GTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC

GTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTC

ATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC

GTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGC

GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA

GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG

GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA

TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTC

CCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT

AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC

TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC

TACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACA

AATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCG

CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA

GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTG 

 

>Gen 16S-9a  

TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT

GGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTG

AACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATT

AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG

CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT

GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTT

GTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC

GTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTC

ATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC

GTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGC
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GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA

GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG

GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA

TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTC

CCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT

AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC

TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC

TACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACA

AATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCG

CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA

GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGA 

 

>Gen 16S-9b 

TAGACTAAACTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGGGGTGTGTACAAGGGCCGG

GAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCCACTTCCCGCAGTCCAGTTGC

AGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCCCGGCTTGGCAACCCTTT

GTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGGCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCC

ACCTTCCTCCCGGTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGGCCACCTTAACGGGCTGGTAACTAAAG

ACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATG

CAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGC

CTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC

AATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAATGCGTTAGSTGCGCC

ACTAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCTAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA

ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACATCAGTGTCAGTATTAGCCCAGGTGGTCGCCTTCGCCAC

TGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCATGTGCCATACT

CTAGTCAGACAGTTTTGGATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTATCAAA

CCACATACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCT

GCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACT

GCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTCCAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGG

ATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGACCGTGTCTC

AGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTC

ACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGGTAGCGCGAGGTCCGAAGATCCCCCGCTTTCTCC

CGTAGGACGTATGCGGTATTAGCTCGAGTTTCCCCGAGTTATCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTA

GGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGCCGGCATCCCGAA 

 

Berdasarkan hasil BLAST analysis dari sekuence 16S rDNA menunjukkan bahwa isolate 2b 

memiliki kesamaan dengan Bacillus cereuens (99% identity), 4b dan 9a memiliki kesamaan 

dengan B. subtillis (100% identity), dan 9b dengan Pseudomonas balearica (98% identity).  
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Gambar 5.  Pohon filogeni isolate 2b, 4b, 9a dan 9b.  

 

 Lebih lanjut isolate bakteri 2b dipilih untuk menentukan gen penyandi protease 

dengan menggunakan primer protease/keratinase (Kert) berupa forward primer  Kert-F 

(GGTGTWYTWGGSGTYGCKCCAARGC) dan reverse primer Kert-R 

(CTCCBGCWACRTGMGGAGAHGCCAT).   Gen penyandi protese berhasil diamplifikasi 

dengan terlihat adanya pita DNA pada lintasan gel.  Hasil amplifikasi ini kemudian akan 

dikirim untuk menentukan sequence DNAnya. 
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Gambar 6.  Penyandi protease Gen 16S 2b-FR 

 

             

               

 Gambar 7.  Penyandi protease Gen 16S 2b-FR 

 Adapun luaran yang telah dicapai adalah jurnal yang telah dimasukkan (submitted) 

pada jurnal internasional terindeks scopus Bioflux. 
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BAB 6.  RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA 

Rencana penelitian tahapan selanjutnya pada tahun kedua meliputi: ekstraksi, 

pemurnian dan karakterisasi protease tahan panas dari bakteri termofilik yang diisolasi dari 

perairan hidrotermal pantai Moinit. Hasil kajian yang diperoleh dalam seluruh tahapan 

penelitian ini akan menjadi acuan pengembangan dan pemanfaatan ensim tahan panas dalam 

bioteknologi industri. Adapun tahapan pelasanaan penelitiannya  pada adalah sebagai berikut: 

6.1. Pembuatan Inokulum Isolat Bakteri Proteolitik 

Isolat bakteri proteolitik yang sudah diremajakan pada media TMM miring diambil 1 

ose dan diinokulasikan ke dalam 10 ml media TMM cair+2 % Skim Milk, kemudian 

diinkubasi selama 18 jam di atas shaker inkubator dengan kecepatan 120 rpm pada suhu 

45oC. 

6.2. Penentuan waktu produksi optimum protease.  

Medium inokulum sebanyak 5% (v/v) dipindahkan secara aseptis ke dalam 100 ml 

medium cair (TMM), kemudian dikocok dengan alat pengocok horizontal (Kotterman)  pada 

suhu kamar selama 48 jam. Waktu produksi optimum enzim ditentukan dengan melakukan 

uji aktivitas ekstrak enzim kasar pada jam ke-6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, dan 48. Waktu 

produksi optimum yang akan diperoleh digunakan untuk produksi enzim protease.  

6.3. Produksi Protease.  

Produksi protease akan dilakukan dengan cara memindahkan 5% (v/v)  inokulum ke 

dalam 300 mL medium produksi (TMM). Medium produksi selanjutnya diinkubasi selama 

waktu produksi optimum pada suhu kamar.  

6.4. Ekstraksi dan pemurnian protease.  

Protease ekstraseluler akan diperoleh dengan sentrifugasi medium produksi pada 

kecepatan 5.000 g pada suhu 4oC, selama 15 menit. Supernatan berupa ekstrak enzim kasar 

akan dimurnikan dengan fraksinasi amonium sulfat dengan konsentrasi 15, 30, 45, dan 60% 

jenuh. Ekstrak enzim kasar diukur volumenya, ditambah x gram amonium sulfat sampaii 

konsentrasi akhir 15% jenuh (b/v), kemudian disentrifugasi. Supernatan ditampung, 

sedangkan endapan yang tertinggal dilarutkan dengan 5 ml NaCl 1% (b/v) dan disimpan pada 

suhu 4oC sebagai fraksi endapan 15% . Supernatan ditambahkan lagi amonium sulfat sampai 

konsentrasi akhir 30% jenuh dan disentrifugasi lagi. Supernatan ditampung, sedangkan 

endapan yang tertinggal dilarutkan dengan 5 ml NaCl 1% (b/v) dan disimpanm pada suhu 

4oC sebagai fraksi endapan 30% . Hal yang sama dilakukan dengan konsentrasi akhir 

amonium sulfat 45 dan 60%, sehingga diperoleh fraksi endapan 15, 30, 45, dan 60%. Fraksi-
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fraksi endapan tersebut kemudian akan didialisis. Fraksi-fraksi hasil dialisis yang diperoleh 

diuji aktivitas dan kadar proteinnya.  

6.5. Uji aktivitas protease  

Aktivitas enzim protease akan diukur dengan metode Bergmeyer dan Ward (1984) 

yang dimodifikasi. Substrat yang akan digunakan adalah Kasein Hammarsten 1 % sebagai  

induser dilarutkan kedalam buffer posfat (50 mM, pH 8). 1 ml substrat kemudian akan 

direaksikan dengan 1 ml enzim selama 10 menit pada suhu 50oC. Reaksi dihentikan dengan 

penambahan 1 ml asam tricloro asetat (TCA) 10 % inkubasi selama 10 menit pada suhu 50oC. 

Kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit. Pada 1 ml supernatan 

ditambahkan Na2CO3 0,5 M dan pereaksi Folin Ciocalteau’s (1:2), campuran diinkubasi 20 

menit pada suhu 50oC. Absorbansi dibaca pada panjang gelombang 578 nm. Aktivitas 

protease akan ditentukan dengan cara menginterpolasikan nilai absorbansi dengan persamaan 

regresi dari kurva standar tirosin yang didapatkan. Blanko dibuat dengan cara yang sama, 

namun enzim diinaktifkan dahulu dengan direaksikan dengan 1 ml TCA. Satu unit aktivitas 

enzim didefinisikan sebagai jumlah enzim yang membebaskan 1 µmol tirosin permenit pada 

suhu dan pH optimum. (Sugiyono et al., 2003) 

6.6. Penentuan kadar protein  

Penentuan kadar protein akan menggunakan metode Lowry 1964 dalam Bollag et al, 

1996).  Sebayak 0,5 ml sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian ditambah 

dengan 5 ml pereaksi C. Larutan-larutan tersebut dikocok dan dibiarkan pada suhu kamar 

selama 10 menit, kemudian ditambah Follin Ciocalteu sebanyak 0,5 ml, dikocok dan 

dibiarkan selama 30 menit. Serapan larutan akan diukur pada panjang gelombang 750 nm. 

Kontrol akan dibuat dengan campuran yang sama pada tabung sampel, tetapi larutan sampel 

diganti dengan akuades. Standar protein dibuat dengan memasukkan 0,5 ml kasein 

Hamerstein dalam bufer Tris-HCl ke dalam 6 buah tabung reaksi dengan konsentrasi 0,1; 0,2; 

0,4;0,6; 0,8; dan 1,0 mg per ml, selanjutnya perlakuan sama seperti sampel. 

6.7. Penetapan pH dan suhu optimum protease  

Penetapan pH optimum enzim akan dilaksanakan sama seperti uji aktivitas protease 

dengan variasi pH. Variasi pH yang akan dilakukan adalah 4, 5, 6, 7, 8, 9, dan 10. Bufer pH 

yang akan digunakan adalah bufer natrium asetat untuk pH 4-5, bufer Na-fosfat untuk pH 6-

7, bufer Tris-HCl untuk pH 8-9, dan bufer borax NaOH untuk pH 10. Sedangkan penetepan 

suhu optimum enzim akan dilaksanakan variasi suhu 45;50; 55; 60; 65; 70 dan 75oC, denga 

menggunakan pH optimum dan inkubasi dilakukan bergantian. 
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6.8. Penentuan pengaruh EDTA dan berbagai ion logam terhadap aktivitas protease  

Penentuan pengaruh penambahan EDTA dan ion logam (Mg2+, Co2+,Zn2+, Cu2+, Ca2+, 

Mn2+) akan ditentukan dengan menambahkan EDTA dan ion-ion logam masing-masing 

dengan konsentrasi 10-2M sebanyak 0,06 ml ke dalam larutan sampel sehingga konsentrasi 

akhir larutan pada saat uji aktivitas dilakukan adalah 10-3M. Sebagai pembanding aktivitas 

akan dilakukan uji pada sampel enzim tanpa penambahan EDTA dan ion-ion logam.  

 

 

BAB 7.  KESIMPULAN DAN SARAN 

 

  Isolasi genomik telah berhasil dilakukan untuk isolate murni bakteri termofilik 

penghasil protease 2b, 4b, 9a dan 9b. Berdasarkan hasil BLAST analysis dari sekuence 16S 

rDNA menunjukkan bahwa isolate 2b memiliki kesamaan dengan Bacillus cereuens (99% 

identity), 4b dan 9a memiliki kesamaan dengan B. subtillis (100% identity), dan 9b dengan 

Pseudomonas balearica (98% identity). 

 Untuk pemanfaatan bakteri ini sebangai penghasil protease tahan panas, penelitian 

lanjutan tentang protease tahan panas yang dihasilkan perlu dilakukan. Oleh sebab itu 

disarankan agar protease tahan panas yang dihasilkan perlu dimurnikan dan dikarakterisasi 

guna pemanfaatan lanjutan. 
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