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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PROTEASE ENZYM AND
ANTIBIOTIC ACTIVITIES MICROORGANISM FROM TAUCO

By

Ayu Imani

Tauco is one of fermented foods that has protease producing bactery potentially to
be explored. This study was aimed to select isolates of proteolytic bacteria that
produce high protease enzymes. Based on isolation results with spread plate
method 15 candidates were obtained. After screening stage using streak plate
method, based on the proteolytic index and its unit activity of the enzyme that
measured by Kunitz method, three isolates were selected. The isolates were A.4.6,
A.5.2 and A.5.8. The isolates showed the high enzyme activity and the highest
activity was achieved by isolate A.5.2 that were 15336 U/mL and 14432 U/mg
for it’s unit and specific activity, respectively. The three selected isolates also
showed antibiotic activity with the highest inhibiting zone for isolate A.5.2 of 5.6
mm in diameter. Three selected isolates were motile and gram-negative.

Keywords: Proteolytic Bacteria, Protease Enzyme, Tauco Fermentation,
Degradation of Protease.



ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI ENZIM PROTEASE DAN UJI
KEMAMPUAN ANTIBIOTIK MIKROBA DARI TAUCO

Oleh

Ayu Imani

Tauco merupakan salah satu pangan fermentasi yang mempunyai bakteri
penghasil protease yang berpotensi untuk dieksplor. Penelitian ini bertujuan utuk
mengetahui isolat bakteri proteolitik yang menghasilkan enzim protease tertinggi.
Berdasarkan hasil isolasi dengan metode spread plate diperolen 15 isolat
kandidat. Setelah melalui tahap skrining dengan metode streak plate berdasarkan
indeks proteolitik dan pengukuran aktivitas unit enzim dengan metode Kunitz
terpilih tiga isolat yaitu isolat A.4.6, A.5.2 dan A.5.8. Tiga isolat terpilih
menunjukan aktivitas enzim yang tinggi dan aktivitas tertinggi pada isolat A.5.2
yaitu 15336 U/mL dan 14432 U/mg untuk aktivitas unit dan aktivitas spesifiknya
berturut-turut. Tiga isolat terpilih juga menunjukkan aktivitas antibiotik dengan
zona hambat tertinggi pada isolat A.5.2 yaitu sebesar 5,6 mm diameter. Tiga isolat
terpilih bersifat motil dan berjenis gram negatif.

Kata kunci: Bakteri Proteolitik, Enzim Protease, Fermentasi Tauco, Degradasi
protein.
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Indonesia memiliki potensi makanan fermentasi yang sangat bervariasi dan dapat
dimanfaatkan pengembangannya ke arah makanan fungsional yaitu makanan yang
memiliki fungsi primer, sekunder dan tersier. Makanan fungsional saat ini
menjadi penting bagi tubuh manusia, hal ini dikarenakan makanan fungsional
tidak hanya memiliki fungsi primer, yaitu mencukupi kebutuhan dasar manusia
yaitu karbohidrat, protein, lemak, vitamin dan mineral, namun memiliki fungsi
sekunder yaitu makanan tersebut dapat diterima oleh indrawi manusia, memiliki
penampakan dan cita rasa yang baik. Makanan fungsional juga memiliki fungsi
tersier yaitu sebagai pencegahan atau meminimalkan terjadinya suatu penyakit
dengan kandungan senyawa yang ada di dalamnya. Berdasarkan fungsi tersier
dari makanan fermentasi sebagai makanan fungsional diharapkan dapat
meningkatkan sistem kekebalan tubuh secara alami dan mengurangi

ketergantungan terhadap antibiotik (Winarno, 1980).

Beberapa jenis makanan Indonesia yang memiliki potensi sebagai makanan
fungsional adalah dadih, tempe, tauco, kecap dan oncom. Salah satu bahan baku

yang paling banyak digunakan dalam pembuatan makanan fermentasi adalah



kedelai. Kedelai dapat dimanfaatkan untuk produksi tempe, tauco, kecap, dan

oncom (Pawiroharsono, 2007).

Kedelai merupakan salah satu anggota tanaman kacang-kacangan yang telah
banyak dimanfaatkan sebagai pangan maupun pakan. Jenis tanaman kacang-
kacangan pada umumnya terkenal sebagai sumber protein nabati yang sangat
penting bagi manusia (Budianto, 2009). Tauco merupakan bahan makanan yang
berbentuk pasta, berwarna kekuningan sampai coklat dan mempunyai rasa
spesifik, dibuat dari campuran kedelai dan tepung beras ketan. Kandungan
nutrien dalam 100 gram tauco seperti protein 12%, lipid 4,1%, karbohidrat 10,7%,
serat 3,8%, kalsium 1,22 mg, zat besi 5,1 mg dan seng 3,12 mg (Kwon and Song,

1996).

Pembuatan tauco dilakukan melalui dua tahap fermentasi, yaitu fermentasi kedelai
yang dilakukan oleh kapang (mold fermentation) serta fermentasi yang dilakukan
oleh khamir dan bakteri dalam larutan garam (brine fermentation) (Rahayu,
2014). Proses fermentasi pada kedelai sehingga menjadi tauco disebabkan karena
adanya proses dekomposisi protein oleh enzim protease, hanya mikroorganisme
yang memiliki sistem enzim yang kompleks saja yang dapat mendekomposisi
protein menjadi senyawa-senyawa sederhana. Pemecahan protein juga akan
menghasilkan alkohol, CO,, hidrogen, metana, amonia, dan komponen-komponen

yang berbau busuk, seperti indol, skatol, hidrogen sulfida dan kadaverin.

Menurut Fardiaz (2002) dekomposisi protein oleh mikroorganisme disebut juga
dengan proses putrefaksi yang menggunakan enzim protease untuk menghidrolisis

ikatan peptida di protein dan melepas asam amino (Volk dan Wheeler, 1993).



Beberapa bakteri penghasil protease antara lain genus Bacillus (Lactobacillus, B.
cereus, B. pumilus, B. subtilis, B. licheniformis, B. stearothermophilus, B.
polymixa), Aeromonas, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces dan
Staphylococcus. Selain bakteri, fungi juga menghasilkan enzim protease, yakni
dari genus Acremonium, Aspergillus, Candida, Sacharomyces, Fusarium, Mucor

dan Rhizopus (Rao et al., 1998).

Protease merupakan enzim yang sangat kompleks dan mempunyai peranan yang
sangat penting dalam metabolisme sel dan keteraturan dalam sel (Ward, 1983).
Penelitian yang telah dilakukan oleh Nuritasari, Y (2012) telah berhasil
mengisolasi bakteri penghasil protease dari beberapa makanan fermentasi dan
diperoleh aktivitas tertinggi dari beberapa isolat. Berdasarkan fungsi dari enzim
protease, enzim protease dihasilkan oleh mikroba proteolitik, diduga mikroba
tersebut juga mempunyai aktivitas antibiotik, seperti pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Supartono et al. (2008) yang menguji aktivitas antibiotik dari

mikroba proteolitik Bacillus subtilis BAC4.

Berdasarkan pemaparan di atas saya tertarik untuk mengisolasi mikroba
proteolitik dari tauco. Pada penelitian ini telah dilakukan isolasi mikroba dari
tauco dan setelah diperoleh isolat mikroba dilakukan identifikasi pada mikroba
tersebut. Isolat mikroba kemudian diuji aktivitas proteasenya dan dan uji

antibiotiknya.



B. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mendapatkan isolat mikroba proteolitik dari makanan fermentasi tradisional
Indonesia (Tauco)

2. Menguji aktivitas enzim protease dari isolat mikroba.

3. Menguiji aktivitas antibiotik dari isolat mikroba.

C. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Mengetahui jenis isolat mikroba proteolitik hasil isolasi dari tauco.
2. Mengetahui aktivitas enzim protease yang dihasilkan.

3. Mengetahui kemampuan mikroba sebagai antibiotik.



. TINJAUAN PUSTAKA

A. Makanan Fermentasi

Indonesia merupakan negara multi pulau dan multi etnis. Keberagaman kondisi
lingkungan dan budaya secara tidak langsung mempengaruhi karakteristik produk
pangan masyarakatnya dan kondisi tersebut melahirkan banyak produk pangan
tradisional khas daerah. Ada banyak jenis pangan tradisional dan salah satunya

adalah dari jenis pangan fermentasi (Hosono, 1989).

Pada awalnya tujuan fermentasi pangan adalah untuk mengawetkan pangan yang
bersifat musiman dan mudah rusak. Sejalan dengan perkembangan alternatif
pengawetan pangan maka pengembangan produk pangan fermentasi saat ini lebih
karena tekstur, aroma dan rasanya yang unik. Dampak positif dari produk
fermentasi terhadap kesehatan konsumen juga menjadi alasan pengembangan
produk fermentasi sekarang ini. Pemecahan komponen yang kompleks menjadi
komponen komponen yang lebih sederhana menyebabkan produk fermentasi
lebih mudah dicerna daripada produk pangan asalnya. Pada beberapa produk
fermentasi, dilaporkan pula adanya peningkatan kandungan beberapa vitamin,
antioksidan, dan senyawa lain yang bermanfaat bagi kesehatan. Selain itu, ketika
produk diproduksi sebagai produk probiotik, maka keberadaan “mikroba baik”

yang dapat mencapai usus dalam keadaan hidup dapat membantu menjaga



kesehatan saluran cerna dan tergantung dari jenis bakterinya, juga dapat

mencegah munculnya penyakit-penyakit degeneratif (Buckle et al., 2007)

B. Fermentasi

Fermentasi berasal dari kata fervere (Latin),yang berarti mendidih,
menggambarkan aksi ragi pada ekstrak buah selama pembuatan minuman
beralkohol. Pengertian fermentasi agak berbeda antara ahli mikrobiologi dan ahli
biokimia. Pengertian fermentasi menurut ahli biokimia yaitu proses yang
menghasilkan energi dengan perombakan senyawa organik. Ahli mikrobiologi
industri memperluas pengertian fermentasi menjadi segala proses untuk

menghasilkan suatu produk dari kultur mikroorganisme (Yuniati, 2015).

Fermentasi juga dapat diartikan sebagai suatu desimilasi senyawa-senyawa
organik yang disebabkan oleh aktivitas mikroorganisme. Desimilasi merupakan
reaksi kimia yang membebaskan energi melalui perombakan nutrient. Pada
proses disimilasi, senyawa substrat yang merupakan sumber energi diubah
menjadi senyawa yang lebih sederhana atau tingkat energinya lebih rendah.

Reaksi disimilasi merupakan aktivitas katabolik sel (Kuswanto, 2004).

Proses fermentasi memanfaatkan aktivitas suatu mikroba tertentu atau campuran
beberapa spesies mikroba. Mikroba yang banyak digunakan dalam proses
fermentasi antara lain khamir, kapang dan bakteri (Steinkraus, 1985). Kemajuan
dalam bidang teknologi fermentasi telah memungkinkan manusia untuk
memproduksi berbagai produk yang tidak dapat atau sulit diproduksi melalui

proses kimia. Teknologi fermentasi merupakan salah satu upaya manusia dalam



memanfaatka bahan-bahan yang harganya relative murah menjadi produk yang

bernilai ekonomi tinggi dan berguna bagi kesejahteraan hidup manusia (Yuniati,

2015). Secara umum ada empat kelompok fermentasi yang penting secara

ekonomi .

1.

Fermentasi yang memproduksi sel mikroba (biomass)

Produk komersial dari biomass dapat dibedakan menjadi produksi yeast untuk
industri roti, dan produksi sel mikroba untuk digunakan sebagai makanan
manusia dan hewan.

Fermentasi yang menghasilkan enzim dan mikroba

Secara komersial, enzim dapat diproduksi oleh tanaman, hewan, dan mikroba,
namun enzim yang diproduksi oleh mikroba memiliki beberapa keunggulan
yaitu, mampu dihasilkan dalam jumlah besar dan mudah untuk meningkatkan
produktivitas bila dibandingkan dengan tanaman atau hewan.

Fermentasi yang menghasilkan metabolit

Metabolit dapat dibedakan menjadi metabolit primer dan metabolit sekunder.
Produk metabolisme primer yang dianggap penting contohnya etanol, asam
sitrat, polisakarida, aseton, butanol,dan vitamin. Sedangkan metabolit
sekunder yang dihasilkan mikroba contohnya antibiotik, pemacu
pertumbuhan, inhibitor enzim, dan lain-lain.

Proses Transformasi

Sel mikroba dapat digunakan untuk mengubah suatu senyawa menjadi
senyawa lain yang masih memiliki kemiripan struktur namun memiliki nilai
komersial yang lebih tinggi. Proses tranformasi dengan menggunakan

mikroba ini lebih baik bila dibandingkan dengan proses kimia, berkaitan



dengan penggunaan reagen kimia yang lebih sedikit. Selain itu proses dapat
berlangsung pada suhu rendah tanpa membutuhkan katalis logam berat yang

berpotensi menimbulkan potensi (Ganjar dkk, 2006).

C. Tauco

Tauco merupakan salah satu jenis makanan hasil fermentasi kedelai di Indonesia,
khususnya di Jawa Barat. Tauco berbentuk pasta (semi padat) dengan warna
mulai dari kuning sampai kecoklatan, dibuat dari kedelai kuning dan umumnya
digunakan sebagai bumbu atau penyedap masakan. Pembuatan tauco, dilakukan
melalui dua tahap fermentasi, yaitu fermentasi kedelai yang dilakukan oleh
kapang (mold fermentation) dan fermentasi yang dilakukan oleh khamir dan

bakteri dalam larutan garam (brine fermentation) (Yuniati, 2015).

Komposisi tauco secara umum adalah sebagai berikut : protein 10,4 %, lemak 4,9
%, karbohidrat 24,1 %, kadar air 56-65 %, kadar garam 17,8 %, kadar abu 7,4 %,
total gula 9,2 %, pH 4,9 dan keasaman sebagai asam laktat 0,9 %. Pada tauco
terdapat 17 jenis asam amino bebas, dengan asam glutamat sebagai asam amino
terbanyak. Asam-asam amino tersebut adalah arginin, prolin, leusin, asam
glutamat, asam aspartat, lisin, sistein, histidin, metionin, glisin, isoleusin,
fenilalanin, serin, treonin, triptofan, tirosin dan valin, sedangkan jenis asam
organik yang terdapat dalam tauco adalah asam laktat (terbanyak), asam suksinat,

asam asetat dan asam fosfat (Hidayat dkk, 2006).



D. Bakteri

Bakteri merupakan organisme bersel tunggal yang hidup bebas tanpa klorofil dan
memiliki DNA maupun RNA. Sebagian besar bakteri berukuran kecil, yaitu
hanya beberapa micron saja (Gupte, 1990). Beberapa kelompok memiliki
flagella dan dapat bergerak aktif. Bakteri memiliki berat jenis 1.05—1.1 g cm™
dan berat sekitar10™*? g. Ukuran aktual tergantung dari laju pertumbuhan, media
tumbuh, dan sebagainya. Ada tiga bentuk dasar bakteri, yaitu bentuk bulat atau
kokus, bentuk batang silindris, bentuk lengkung atau vibril. Bentuk bakteri

dipengaruhi oleh umur dan syarat pertumbuhan tertentu (Hidayat dkk, 2006).

1. Fase pertumbuhan mikroorganisme

Ada empat macam fase pertumbuhan mikroorganisme yaitu fase lag, fase log

(fase eksponensial), fase stasioner, dan fase kematian:

a. [Fase lambat (lag phase)
Fase lambat mengikuti inokulasi media nutrient, dan dapat merupakan
periode adaptasi. Bila suatu biakan dipindahkan dari suatu lingkungan yang
lain, maka mikroba itu perlu mengorganisasi kembali konstituen mikro dan
makromolekulnya. Selama fase ini massa sel mungkin saja bertambah tanpa
diikuti oleh pertumbuhan jumlah sel.

b. Fase Eksponensial (log phase)
Fase eksponensial merupakan fase pertumbuhan sel, ini merupakan periode
pertumbuhan yang stabil atau keadaan pertumbuhan yang tenang dan laju

pertumbuhan spesifiknya tetap. Komposisi kimia total cairan fermentasinya
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sedang berubah, sebab nutrien-nutrien sedang dikonsumsi mikroba dan
produk-produk metabolit sedang diproduksi.

Fase Seimbang (stationary phase)

Fase seimbang ini terjadi bila semua sel telah mencapai kesetimbangan
dengan sel-sel yang mati. Pada penginkubasian lebih lanjut, beberapa hal
mungkin dapat terjadi. Meskipun pertumbuhan bersihnya telah berhenti, di
sana masih mungkin terjadi metabolisme dan mengakumulasikan produk-
produk dalam sel atau cairan fermentasi. Massa total sel mungkin tetap tetapi
jumlah sel yang hidup mungkin menurun (Supartono dkk., 2008).

Fase Kematian

Jumlah sel yang mati telah meningkat dan lebih banyak dari jumlah sel yang
hidup, faktor penyebabnya adalah ketidaktersediaan nutrisi dan akumulasi

produk buangan yang bersifat toksik (Pratiwi, 2007).

Slabionery

Drass
Log or Death or
Capiimatin
growth Gecire praso
phase

Lag

oy of bacleria

Gambar 1. Fase pertumbuhan mikroorganisme (Pratiwi, 2007)
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2. Kurva Standar Pertumbuhan
Pertumbuhan ialah pertambahan teratur semua komponen suatu
mikroorganisme. Pertumbuhan jasad renik dapat diukur berdasarkan
konsentrasi sel (jumlah sel per-satuan isi biakan) atau densitas sel (berat
kering dari sel-sel per-satuan sel biakan). Menghitung densitas sel dapat

dilihat dari nilai absorbansi suatu biakan.

Setiap bakteri memiliki kurva standar pertumbuhan bakteri. Metode
perhitungan jumlah sel yang digunakan dalam pembuatan kurva standar dapat
dilakukan dengan dua metode yaitu dengan menggunakan metode Total Plate
Count (TPC) dan yang kedua dengan menggunakan spektrofotometer untuk
melihat tingkat kekeruhan (Optical Density) yang terbaca melalui nilai
absorbansi yang dihasilkan. Panjang gelombang yang digunakan adalah 600
nm. Panjang gelombang 600 nm digunakan untuk melihat tingkat kekeruhan

larutan yang berwarna kuning sampai coklat (Febriyansari, 2014).

Kurva standar pertumbuhan merupakan suatu kurva untuk menghitung jumlah
sel bakteri secara tidak langsung, yaitu dengan mengresikan nilai absorbansi
dan jumlah koloni ke dalam persamaan garis kurva standar y = ax + b,
diketahui y = jumlah koloni dan x besarnya nilai absorbansi (Torotora, G.J.

2001).

3. ldentifikasi Bakteri
Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan cara mengamati morfologi sel,

pewarnaan gram dan melakukan uji biokimia. Bentuk bakteri dibedakan menjadi
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tiga yaitu bentuk bulat (kokus), bentuk batang (basil) dan bentuk spiral (Pelczar
dan Chan, 1998).

1. Basil berbentuk serupa tongkat pendek silindris. Sebagian besar bakteri
berbentuk basil. basil dapat bergandeng-gandeng panjang, bergandeng dua-
dua atau terlepas satu sama lain.

2. Kokus merupakan bakteri dengan bentuk menyerupai bola-bola kecil.
Golongan ini tidak sebanyak golongan basil.

3. Bakteri spiral memiliki bentuk yang bengkok atau berbengkok-bengkok
menyerupai spiral. Bakteri golongan ini merupakan golongan yang jumlahnya

paling sedikit (Dwidjoseputro, 2005).

E. Bacillus

Bacillus merupakan bakteri gram positif, berbentuk batang, beberapa spesies
bersifat aerob obligat dan bersifat anaerobik fakultatif, dan memiliki endospore
sebagai struktur bertahan saat kondisi lingkungan tidak mendukung seperti pada
(Backman et al., 1994). Bacillus subtilis berbentuk batang lurus gram positif
berukuran 1,5 x 4,5 um, sendiri-sendiri atau tersusun dalam bentuk rantai.
Bacillus subtilis merupakan jenis kelompok bakteri yang mampu mensekresikan
antibiotik dalam jumlah besar ke luar dari sel (Gupte, 1990). Gambar Bacillus

subtilis ditunjukkan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Biakan bakteri Bacillus subtilis (Gupte, 1990)

Menurut Fardiaz (1992) bentuk spora (endospora) Bacillus bervariasi bergantung
pada spesiesnya. Sporanya berbentuk oval atau silinder dan lebarnya tidak
melebihi dari sel induknya (Schelege and Schmidt, 1994). Endospora ada yang

lebih kecil dan ada juga yang lebih besar dari pada diameter sel induknya.

F. Jamur

Istilah jamur berasal dari bahasa Yunani, yaitu fungus (mushroom) yang berarti
tumbuh dengan subur. Istilah ini selanjutnya ditujukan kepada jamur yang
memiliki tubuh buah serta tumbuh atau muncul di atas tanah atau pepohonan
(Tjitrosoepomo, 1991). Organisme yang disebut jamur bersifat heterotrof,
dinding sel spora mengandung Kitin, tidak berplastid, tidak berfotosintesis, tidak
bersifat fagotrof, umumnya memiliki hifa yang berdinding yang dapat berinti
banyak (multinukleat), atau berinti tunggal (mononukleat), dan memperoleh

nutrien dengan cara absorpsi (Gandjar et al., 1999).
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Jamur mempunyai dua karakter yang sangat mirip dengan tumbuhan yaitu dinding
sel yang sedikit keras dan organ reproduksi yang disebut spora. Dinding sel jamur
terdiri atas selulosa dan kitin sebagai komponen yang dominan. Spora jamur
terutama spora yang diproduksi secara seksual berbeda dari spora tumbuhan tinggi
secara penampakan (bentuk) dan metode produksinya (Alexopoulus and Mims,

1979).

Banyak jamur yang sudah dikenal peranannya, yaitu jamur yang tumbuh di roti,
buah, keju, ragi dalam pembuatan bir, dan yang merusak tekstil yang lembab,
serta beberapa jenis cendawan yang dibudidayakan. Beberapa jenis memproduksi
antibiotik yang digunakan dalam terapi melawan berbagai infeksi bakteri (Tortora,
2001). Diantara semua organisme, jamur adalah organisme yang paling banyak
menghasilkan enzim yang bersifat degradatif yang menyerang secara langsung
seluruh material oganik. Adanya enzim yang bersifat degradatif ini menjadikan
jamur bagian yang sangat penting dalam mendaur ulang sampah-sampah alam,
dan sebagai dekomposer dalam siklus biogeokimia (Mc-Kane, 1996). Semua
unsur kimia di alam akan beredar melalui jalur tertentu dari lingkungan ke
organisme atau makhluk hidup dan kembali lagi ke lingkungan. Semua bahan
kimia dapat beredar berulang-ulang melewati ekosistem secara tak terbatas.

Jika suatu organisme itu mati, maka bahan organik yang terdapat pada tubuh
organisme tersebut akan dirombak menjadi komponen abiotik dan dikembalikan
lagi ke dalam lingkungan. Peredaran bahan abiotik dari lingkungan melalui
komponen biotik dan kembali lagi ke lingkungan dikenal sebagai siklus

biogeokimia (Odum, 1993).
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Tubuh buah suatu jenis jamur dapat berbeda dengan jenis jamur lainnya yang
ditunjukkan dengan adanya perbedaan tudung (pileus), tangkai (stipe), dan
lamella (gills) serta cawan (volva). Adanya perbedaan ukuran, warna, serta
bentuk dari pileus dan stipe merupakan ciri penting dalam melakukan identifikasi
suatu jenis jamur (Smith and Webber, 1988). Menurut Alexopoulus dan Mims
(1979), beberapa karakteristik umum dari jamur yaitu jamur merupakan
organisme yang tidak memiliki klorofil sehingga cara hidupnya sebagai parasit
atau saprofit. Tubuh terdiri dari benang yang bercabang-cabang disebut hifa,

kumpulan hifa disebut miselium, berkembang biak secara aseksual dan seksual.

G. Enzim

Enzim adalah biomolekul berupa protein berbentuk bulat (globular), yang terdiri
atas satu rantai polipeptida atau lebih dari satu rantai polipeptida
(Wirahadikusumah, 1989). Molekul enzim biasanya berbentuk bulat (globular),
sebagian terdiri atas satu rantai polipeptida dan sebagian lain terdiri dari lebih dari
satu polipeptida (Wirahadikusumah, 1989) dan umumnya mempunyai berat
molekul yang beraneka ragam berkisar 104-107 kDa (Dryer, 1993). Enzim
berfungsi sebagai katalis atau senyawa yang dapat mempercepat proses reaksi
tanpa habis bereaksi. Dengan adanya enzim, molekul awal yang disebut substrat
akan dipercepat perubahannya menjadi molekul lain yang disebut produk . Suatu
enzim dapat mempercepat laju reaksi kira-kira 108 sampai 10** kali lebih cepat
dibandingkan dengan reaksi yang tidak dikatalisisi (Poedjiadi, 1994). Keunggulan
enzim sebagai biokatalisator antara lain memiliki spesifitas tinggi, mempercepat

reaksi kimia tanpa pembentukkan produk samping, produktivitas tinggi dan dapat
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menghasilkan produk akhir yang tidak terkontaminasi sehingga mengurangi biaya

purifikasi dan efek kerusakan lingkungan (Chaplin and Bucke, 1990).

Enzim bekerja sangat spesifik dalam kerja katalitiknya, sehingga enzim dikatakan

mempunyai sifat sangat khas karena hanya bekerja pada substrat tertentu dan

bentuk reaksi tertentu. Kespesifikan ini disebabkan oleh bentuknya yang unik dan

adanya gugus-gugus polar atau nonpolar dalam struktur enzim (Fesssenden dan

Fessenden, 1992). Salah satu fungsi yang paling menonjol dari protein adalah

aktivitas enzim. Enzim mempunyai fungsi khusus antara lain yaitu :

1) menurunkan energi aktivasi

2) mempercepat reaksi pada suhu dan tekanan tetap tanpa mengubah besarnya
tetapan seimbangnya,

3) mengendalikan reaksi (Page, 1997).

H. Enzim Protease

Protease disebut juga peptidase atau proteinase, merupakan enzim golongan
hidrolase yang memecah protein menjadi molekul yang lebih sederhana, seperti
menjadi oligopeptida pendek atau asam amino, dengan reaksi hidrolisis pada
ikatan peptida. Enzim ini diperlukan oleh semua mahkluk hidup karena bersifat
esensial dalam metabolisme protein. Protein ini memiliki banyak struktur

sekunder beta-sheet dan alpha-helix yang sangat pendek (Yunita, 2012).
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Gambar 3. Struktur sekunder beta-sheet dan alpha-helix protein (Yunita, 2012)

Enzim protease dapat dihasilkan dari berbagai sumber, yaitu bakteri, jamur, virus,
tumbuhan, hewan dan manusia. Protease yang dihasilkan dari berbagai bakteri
kebanyakan bersifat basa dan netral, sedangkan protease yang dihasilkan oleh
berbagai jamur dapat bersifat asam, netral, dan basa (Rao et al., 1998). Salah satu
sumber penghasil enzim protease yang banyak diteliti adalah bakteri. Pemilihan
bakteri sebagai sumber enzim protease disebabkan beberapa alasan yaitu:

a. bakteri lebih mudah tumbuh dengan kecepatan yang lebih cepat dibandingkan
makhluk hidup lainnya.

b. skala produksi enzim mudah ditingkatkan.

c. biaya produksi enzim relatif rendah.

d. kondisi produksi tidak tergantung pada musim dan waktu proses produksi

enzim lebih pendek (Poernomo, 2004).

Untuk memproduksi enzim protease dari bakteri, diperlukan proses pencarian,
isolasi dan identifikasi galur unggul, yaitu galur yang menghasilkan enzim
protease dalam jumlah dan aktivitas yang lebih tinggi. Selain itu, kondisi

produksi juga perlu dikontrol dengan mengoptimasi berbagai faktor yang
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mempengaruhi laju pertumbuhan dan laju produksi enzim, seperti suhu, pH,
komposisi medium (penambahan surfaktan dan logam), dan kondisi aerasi

(transfer oksigen) (Palmer, 1995).

Untuk menguji suatu biakan bakteri menghasilkan enzim protease ekstraseluler,
maka bakteri tersebut harus ditumbuhkan pada medium padat yang mengandung
kasein yaitu Skim Milk Agar (Fardiaz, 1992). Kasein adalah salah satu jenis
protein. Hidrolisis kasein digunakan untuk memperlihatkan aktivitas hidrolitik
protease yang memutuskan ikatan peptida CO-NH. Hidrolisis protein ditunjukkan
dengan adanya zona bening di sekeliling pertumbuhan bakteri (Susanti, 2003).
Pengujian secara kualitatif bakteri penghasil enzim protease ekstraseluler
dilakukan dengan cara mengamati zona bening yang berada disekitar koloni
bakteri, kemudian membagi diameter zona bening dengan diameter koloni bakteri.
Hasil bagi diameter tersebut dinyatakan sebagai aktifitas protease secara relatif .
Besar-kecil diameter zona menunjukkan konsentrasi dan aktivitas enzim yang
dihasilkan (Palmer, 1995). Bakteri penghasil enzim protease ekstraseluler disebut

juga sebagai bakteri proteolitik.

I. Metode Kunitz

Analisis aktivitas dilakukan menurut metode Kunitz (Soedigdo, 1998)
menggunakan substrat kasein. Pengukuran didasarkan pada jumlah peptida yang
terlarut dalam TCA (asam trikloroasetat). Prosedur pengujian adalah sebagai
berikut :

1 mL larutan kasein dimasukkan dalam tabung reaksi kemudian ditambah 1
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mL larutan enzim. Kemudian diinkubasi pada 359C selama 30 menit. Setelah
30 menit, tabung reaksi dikeluarkan lalu ditambah 3 mL larutan TCA , larutan
diaduk dan didiamkan selama 30 menit pada suhu kamar agar pengendapan
sempurna. Endapan yang terbentuk dipisahkan dengan sentrifugasi. Absorbsi
filtrat diukur pada panjang gelombang 280 nm. Pada pengujian aktivitas untuk

uji stabilitas termal, 1mL kasein dan 1mL larutan enzim diinkubasi pada suhu

50°C selama 60 menit yang merupakan suhu dan waktu inkubasi optimum
yang diperoleh pada karakterisasi enzim protease. Kontrol dibuat dengan
menambahkan larutan TCA sebelum enzim lalu diinkubasi. Aktivitas enzim
dihitung berdasarkan jumlah asam amino (peptida sederhana) yang terbentuk
dengan menggunakan kurva standar tirosin. Aktivitas 1 unit tirosin ditetapkan
sebagai jumlah enzim yang dibutuhkan untuk menguraikan 1umol tirosin dari

kasein di dalam 1 mL volume reaksi per menit.

J. Antibiotik

Antibiotik adalah zat-zat kimia yang dihasilkan oleh fungi dan bakteri, yang

memiliki khasiat mematikan atau menghambat pertumbuhan kuman, sedangkan
toksisitasnya bagi manusia relatif kecil. Turunan zat-zat ini, yang dibuat secara
semi-sintesis, juga termasuk kelompok ini, begitu pula senyawa sintesis dengan

khasiat antibakteri (Tjay dan Rahardja, 2007).
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K. Penggolongan Antibiotik

1. Berdasarkan mekanisme kerjanya terhadap bakteri, antibiotik dikelompokkan

sebagai berikut :

a.

Inhibitor sintesis dinding sel bakteri memiliki efek bakterisid dengan cara
memecah enzim dinding sel dan menghambat enzim dalam sintesis
dinding sel. Contohnya antara lain golongan f-Laktam seperti penisilin,
sefalosporin, karbapenem, monobaktam, dan inhibitor sintesis dinding sel
lainnya seperti vancomysin, basitrasin, fosfomysin, dan daptomysin.
Inhibitor sintesis protein bakteri memiliki efek bakterisid atau
bakteriostatik dengan cara menganggu sintesis protein tanpa mengganggu
sel-sel normal dan menghambat tahap-tahap sintesis protein. Obat- obat
yang aktivitasnya menginhibitor sintesis protein bakteri seperti
aminoglikosida, makrolida, tetrasiklin, streptogamin, klindamisin,
oksazolidinon dan kloramfenikol.

Mengubah permeabilitas membran sel memiliki efek bakteriostatik dan
bakteriostatik dengan menghilangkan permeabilitas membran dan oleh
karena hilangnya substansi seluler menyebabkan sel menjadi lisis. Obat-
obat yang memiliki aktivitas ini antara lain polimiksin, amfoterisin B,
gramisidin, nistatin dan kolistin.

Menghambat sintesis folat mekanisme kerja ini terdapat pada obat-obat
seperti sulfonamida dan trimetoprim. Bakteri tidak dapat mengabsorbsi
asam folat, tetapi harus membuat asam folat dari PABA (asam para amino

benzoat), dan glutamat.
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e. Mengganggu sintesis DNA mekanisme kerja ini terdapat pada obat-obat
seperti metronidasol, kinolon, novobiosin. Obat-obat ini menghambat
asam deoksiribonukleat (DNA) girase sehingga menghambat sintesis
DNA. DNA girase adalah enzim yang terdapat pada bakteri yang
menyebabkan terbukanya dan terbentuknya superheliks pada DNA

sehingga menghambat replikasi DNA (Stringer, 2006).

2. Penggolongan Berdasarkan Spektrum Kerjanya

a. Spektrum luas (aktivitas luas)
Antibiotik yang bersifat aktif bekerja terhadap banyak jenis mikroba yaitu
bakteri gram positif dan gram negatif. Contoh antibiotik dalam kelompok
ini adalah sulfonamid, ampisilin, sefalosforin, kloramfenikol, tetrasiklin,
dan rifampisin.

b. Spektrum sempit (aktivitas sempit)
Antibiotik yang bersifat aktif bekerja hanya terhadap beberapa jenis
mikroba saja, bakteri gram positif atau gram negatif saja. Contohnya
eritromisin, klindamisin, kanamisin, hanya bekerja terhadap mikroba
gram-positif. Sedang streptomisin, gentamisin, hanya bekerja terhadap

kuman gram-negatif.

3. Penggolongan Berdasarkan Struktur Kimia Antibiotik

a. Golongan p-Laktam, antara lain golongan sefalosporin (sefaleksin, sefazolin,
sefuroksim, sefadroksil, seftazidim), golongan monosiklik, dan golongan
penisilin (penisilin, amoksisilin). Penisilin adalah suatu agen antibakterial

alami yang dihasilkan dari jamur jenis Penicillium chrysognum.
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b. Antibiotik golongan aminoglikosida, aminoglikosida dihasilkan oleh jenis-
jenis fungi Streptomyces dan Micromonospora. Spektrum kerjanya luas dan
meliputi terutama banyak bacilli gram-negatif. Obat ini juga aktif terhadap
gonococci dan sejumlah kuman gram-positif. Aktifitasnya adalah bakterisid,
berdasarkan dayanya untuk menembus dinding bakteri dan mengikat diri pada
ribosom di dalam sel. Contohnya streptomisin, gentamisin, amikasin,
neomisin, dan paranomisin.

c. Antibiotik golongan tetrasiklin, khasiatnya bersifat bakteriostatis, hanya
melalui injeksi intravena dapat dicapai kadar plasma yang bakterisid lemah.
Mekanisme kerjanya berdasarkan diganggunya sintesa protein kuman.
Spektrum antibakterinya luas dan meliputi banyak kokus gram positif dan
gram negatif serta kebanyakan bacilli. Tidak efektif Pseudomonas dan
Proteus, tetapi aktif terhadap mikroba khusus Chlamydia trachomatis
(penyebab penyakit mata trachoma dan penyakit kelamin), dan beberapa
protozoa (amuba) lainnya. Contohnya tetrasiklin, doksisiklin, dan monosiklin.

d. Antibiotik golongan makrolida, bekerja bakteriostatis terhadap terutama
bakteri gram-positif dan spectrum kerjanya mirip Penisilin-G. Mekanisme
kerjanya melalui pengikatan reversibel pada ribosom kuman, sehingga sintesa
proteinnya dirintangi. Bila digunakan terlalu lama atau sering dapat
menyebabkan resistensi. Absorbinya tidak teratur, agak sering menimbulkan
efek samping lambung-usus, dan waktu paruhnya singkat, maka perlu
ditakarkan sampai 4 x sehari.

e. Antibiotik golongan linkomisin, dihasilkan oleh Streptomyces lincolnensis.

Khasiatnya bakteriostatis dengan spektrum kerja lebih sempit dari pada



g.

23
makrolida,n terutama terhadap kuman gram positif dan anaerob. Berhubung
efek sampingnya hebat kini hanya digunakan bila terdapat resistensi terhadap
antibiotika lain. Contohnya linkomisin.

Antibiotik golongan kuinolon, senyawa-senyawa kuinolon berkhasiat
bakterisid pada fase pertumbuhan kuman, berdasarkan inhibisi terhadap enzim
DNA-gyrase kuman, sehingga sintesis DNAnya dihindarkan. Golongan ini
hanya dapat digunakan pada infeksi saluran kemih (ISK) tanpa komplikasi.
Antibiotik golongan kloramfenikol, kloramfenikol mempunyai spektrum luas.
Berkhasiat bakteriostatis terhadap hampir semua kuman gram positif dan
sejumlah kuman gram negatif. Mekanisme kerjanya berdasarkan perintangan
sintesa polipeptida kuman. Contohnya kloramfenikol (Tjay & Rahardja,

2007).



I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2017 — April 2018, bertempat di
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan IImu

Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat yang digunakan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat gelas, pipet tetes,
mikropipet, autoclave (model S-90N), laminar air flow (CURMA model 9005-
FL), sentrifuse, incubator, vortex, pipet mikro, pembakar spritus, mikroskop
cahaya, oven, paper disc, kaca preparat, kertas, kertas saring, kasa, kapas, rak

tabung , spreader dan jarum ose.

2. Bahan-bahan yang digunakan
Sedangkan bahan-bahan yang digunakan adalah akuades, Nutrient Agar (NA)
NaCl, yeast extract, agar, kasein, dekstrosa, susu skim cair (Greenfields),

Trichloroacetic acid (TCA), buffer fosfat, alkohol dan tauco.
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C. Prosedur Penelitian

1. Tahap Persiapan

Seluruh alat gelas yang digunakan dicuci, dikeringkan dan disterilisasi

menggunakan autoclave selama 15 menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm.

Sterilisasi ini bertujuan untuk meghilangkan mikroba dan pengotor.

a. Pembuatan Medium Padat Skim Milk Agar (SMA) (Medium Agar Plate)
Medium ini disiapkan dengan cara menimbang 1,5 gram agar, 0,5 gram
kasein, 0,25 gram yeast extract, 0,1 gram dextrose. 15 mL susu skim cair.
dilarutkan dalam 100 mL aquades, dipanaskan, lalu disterilisasi dengan
autoclave selama 15 menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm. kemudian
di tuang ke dalam cawan petri dan dibiarkan sampai mengeras.

b. Pembuatan Medium Kultur Cair
Medium ini disiapkan dengan cara menimbang 0,5 gram kasein, 0,25 gram
yeast extract, 0,1 gram dextrose. 15 mL susu skim cair, dilarutkan dalam 100
mL aquades, dipanaskan sampai homogen, lalu disterilisasi dengan autoclave
selama 15 menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm. Medium yang telah
disterilisasi kemudian didinginkan.

c. Pembuatan Medium Penyimpanan
Medium disiapkan dengan cara menimbang 1,5 gram agar, 0,5 gram kasein,
0,25 gram yeast extract, 0,1 gram dekstrosa dan menuangkan 15 mL susu
skim cair, lalu dilarutkan dalam 100 mL aquades dan dipanaskan. Setelah
larut kemudian dituang ke beberapa tabung reaksi sebanyak 5 mL lalu ditutup
dengan sumbat, tabung yang telah berisi medium SMA lalu disterilisasi

dengan autoclave selama 15 menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm.
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Medium yang telah disterilisasi diberi label nama (jenis media) dan diletakan
miring sampai mengeras. Medium ini dapat digunakan setelah disimpan
selama tiga hari.

d. Pembuatan Pereaksi Kunitz (Kunitz, 1950)
Larutan kasein dibuat dengan melarutkan 1 gram kasein dalam 100 mL buffer
fosfat pH 7 pada penangas air mendidih. Larutan TCA dibuat dengan
melarutkan 5 gram TCA dalam 100 mL air suling.

e. Pembuatan Pereaksi Lowry (Lowry et al., 1951)
Pengukuran kadar protein dengan metode lowry menggunakan 4 macam
pereaksi, yaitu pereaksi A, pereaksi B, pereaksi C, dan pereaki D. Pereaksi A
dapat dibuat dengan cara melarutkan 2 gram Na,COj3 dengan 100 mL NaOH
0,1IN. Pereaksi B dapat dibuat dengan cara menambahkan 5 mL CuSQO,4.5H,0
1% (w/v) ke dalam 5 mL larutan Na-K-tartarat 1% (w/v). Pereaksi C dapat
dibuat dengan cara menambahkan 2 mL pereaksi B dangan 100 mL pereaksi
A. Pereaksi D dapat dibuat dengan cara mengencerkan reagen Folin-
Ciocalteu dengan akuades 1:1.

f.  Pembuatan Medium Uji Motilitas
Medium ini disiapkan dengan cara menimbang 1 gram agar, 0,5 gram kasein,
0,25 gram yeast extract, 0,1 gram dextrose. 15 mL susu skim cair. dilarutkan
dalam 100 mL aquades, dipanaskan. Setelah larut kemudian dituang ke
beberapa tabung reaksi sebanyak 7 mL lalu ditutup dengan sumbat, tabung
yang telah berisi medium SMA lalu disterilisasi dengan autoclave selama 15
menit dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm. Medium yang telah disterilisasi

diletakan tegak sampai mengeras.
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g. Pembuatan Medium Uji Antibiotik
Pembuatan medium ini digunakan untuk uji antibiotik dengan menggunakan
medium Nutrient Agar (NA). Medium dibuat dengan cara menimbang 2,8
gram NA yang dilarutkan dalam 100 mL akuades sembari dipanaskan, lalu
disterilisasi dengan autoclave selama 15 menit dengan suhu 121°C dan
tekanan 1 atm. Medium yang telah disterilisasi kemudian diletakkan di cawan
petri hingga mengeras
h. Pembuatan Kertas Cakram
Kertas cakram dibuat dari kertas saring Whatman, yang dipotong berbentuk

lingkaran dengan diameter 5 mm.

2. Isolasi Mikroba dari Tauco

Isolasi dilakukan dengan menggunakan medium padat SMA dengan pengenceran
bertingkat dengan Spread Plate Method. Sampel berupa tauco diambil bagian biji
kedelainya lalu dihaluskan, kemudian diencerkan sampai 6 kali dengan cara
kedelai yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 0,5 gram, disuspensikan ke
dalam 10 mL air salin (suspensi 10%), dari suspensi 10* diambil 1 mL dan
disuspensikan ke 9 mL air salin (suspensi 10™), dari suspensi 10" diambil 1 mL
kemudian disuspensikan ke 9 mL air salin (suspensi 10%), dari suspensi 107
diambil 1 mL kemudian disuspensikan ke 9 mL air salin (suspensi 10°%), dari
suspensi 107 diambil 1 mL kemudian disuspensikan ke 9 mL air salin (suspensi
10™), dari suspensi 10 diambil 1 mL kemudian disuspensikan ke 9 mL air salin
(suspensi 10™°), dari suspensi 10° diambil 1 mL kemudian disuspensikan ke 9 mL
air salin (suspensi 10°%). Masing-masing pengenceran kemudian diambil sebanyak

200 pL lalu diletakkan pada medium padat SMA lalu diratakan dengan spreader,
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lalu diinkubasi selama 24 jam untuk mengetahui koloni mikroba yang
menunjukkan aktivitas protease secara kualitatif yang ditunjukkan dengan adanya
zona bening. Koloni mikroba yang menunjukkan adanya aktivitas protease
dengan diameter zona bening yang paling luas yang kemudian dipilih untuk
perlakuan ke tahap berikutnya, dilanjutkan dengan pemilihan koloni tunggal

melalui pengenceran dengan metode Streak Plate dengan medium yang sama.

3. Penyimpanan Mikroba Hasil Isolasi
Setelah didapatkan koloni tunggal dari metode Streak Plate, dilakukan
penyimpanan dengan cara menanamkan bakteri pada agar miring. Setelah

ditanam pada media agar miring disimpan di inkubator.

4. Seleksi Berdasarkan Indeks Proteolitik

Masing-masing isolat yang diperoleh dan telah disimpan dalam agar miring,
diambil dengan ose lurus lalu ditusukan pada bagian tengah medium agar plate.
Cawan yang berisi media agar plate dan telah ditanamkan isolat pada bagian
tengah diberi nama sesuai dengan isolat yang ditanam, lalu diinkubasi selama 48
jam. Pengamatan dilakukan dengan interval waktu 12 jam setelah inkubasi
selama 24 jam. Setiap pengamatan diukur diameter isolat dan diameter zona
bening untuk mengetahui indeks proteolitik (hasil dari diameter zona bening
dibagi dengan diameter isolat) dari masing-masing isolat. Beberapa isolat dengan

indeks proteolitik terbesar yang kemudian dilakukan pengujian berikutnya.

5. Seleksi Uji Kuantitatif Berdasarkan Aktivitas Protease
Aktivitas protease diukur dari medium kultur yang diinokulasi dengan starter.

Starter disiapkan dengan menginokulasi 30 mL medium cair dengan 3 ose biakan
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isolat mikroba yang diperoleh, biakan tersebut diinokulasi pada suhu 32° C dan
digoyang di atas shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 18 jam (over night).
Sebanyak 2% starter diinokulasikan ke dalam 50 ml medium yang sama,
diinkubasikan selama 24 jam di atas shaker dengan kecepatan 100 rpm. Kultur
diambil sebanyak 2 mL lalu disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 15
menit untuk memisahkan larutan enzim dari partikel substrat, kemudian disimpan
pada lemari pendingin sebelum di lakukan uji aktivitas protease dengan metode

Kunitz.

1 mL larutan kasein dimasukkan dalam tabung reaksi kemudian ditambah 1 mL

larutan enzim. Kemudian diinkubasi pada 35°C selama 30 menit. Setelah 30
menit, tabung reaksi dikeluarkan lalu ditambah 3 mL larutan TCA , larutan diaduk
dan didiamkan selama 30 menit pada suhu kamar agar pengendapan sempurna.
Endapan yang terbentuk dipisahkan dengan sentrifugasi. Kontrol dibuat dengan
menambahkan larutan TCA sebelum enzim lalu diinkubasi. Absorbsi filtrat
diukur pada panjang gelombang 280 nm. Isolat dengan aktivitas protease

tertinggi dipilih untuk uji selanjutnya.

6. Uji Tingkat Kekeruhan (Optical Density) Isolat Terpilih

Tingkat kekeruhan diukur dari medium kultur yang diinokulasi dengan starter.
Starter disiapkan dengan menginokulasi 50 mL medium cair dengan 5 ose biakan
isolat mikroba yang diperoleh, biakan tersebut diinokulasi pada suhu 32° C dan
digoyang di atas shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 18 jam (over night).
Sebanyak 2% starter diinokulasikan ke dalam 100 ml medium yang sama,

diinkubasikan selama 5 hari di atas shaker dengan kecepatan 100 rpm. Kultur
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diambil sebanyak 2 mL (setiap interval waktu 12 jam) lalu disentrifugasi pada
kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit untuk memisahkan larutan enzim dari
partikel substrat. Larutan enzim diukur absorbansinya pada panjang gelombang

600 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

7. Uji Aktivitas Enzim Protease dari Isolat Terpilih

a. Pengukuran Aktivitas Unit (AU)
Aktivitas Unit protease diukur dari medium kultur yang diinokulasi dengan
starter. Starter disiapkan dengan menginokulasi 50 mL medium cair dengan 5
ose biakan isolat mikroba yang diperoleh, biakan tersebut diinokulasi pada
suhu 32° C dan digoyang di atas shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 18
jam (over night). Sebanyak 2% starter diinokulasikan ke dalam 100 ml
medium yang sama, diinkubasikan selama 5 hari di atas shaker dengan
kecepatan 100 rpm. Kultur diambil sebanyak 2 mL (setiap interval waktu 12
jam) lalu disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit untuk
memisahkan larutan enzim dari partikel substrat, kemudian disimpan pada
lemari pendingin sebelum di lakukan uji aktivitas protease dengan metode

Kunitz.

1 mL larutan kasein dimasukkan dalam tabung reaksi kemudian ditambah 1

mL larutan enzim. Kemudian diinkubasi pada 359C selama 30 menit. Setelah
30 menit, tabung reaksi dikeluarkan lalu ditambah 3 mL larutan TCA , larutan
diaduk dan didiamkan selama 30 menit pada suhu kamar agar pengendapan
sempurna. Endapan yang terbentuk dipisahkan dengan sentrifugasi. Kontrol

dibuat dengan menambahkan larutan TCA sebelum enzim lalu diinkubasi.



31
b. Pengukuran Kadar Protein untuk Penentuan Aktivitas Spesifik (AS)
Kadar protein enzim ditentukan dengan metode Lowry (Lowry et al.,1951).
Sebanyak 0,1 mL enzim protease yang diproduksi ditambahkan 0,9 mL
akuades lalu direaksikan dengan 5 mL pereaksi C dan dihomogenkan. Lalu
dibiarkan selama 10 menit pada suhu ruang. Setelah itu ditambahkan dengan
0,5 mL pereaksi D dan dihomogenkan serta didiamkan selama 30 menit pada
suhu kamar. Kontrol dibuat dengan mengganti 0,1 mL enzim dengan 0,1 mL
akuades, selanjutnya perlakuan sama seperti sampel. Setelah didiamkan
selama 30 menit, sampel dan kontrol disentrifuga selama 15 menit, lalu
dipisahkan supernatant dari endapannya untuk kemudian diukur
absorbansinya. Serapan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 750 nm. Untuk menentukan konsentrasi protein enzim

digunakan kurva standar BSA (Bovine serum Albumin).

8. ldentifikasi Bakteri

Identifikasi bakteri hasil isolasi dari tauco dilakukan dengan dua cara yaitu
pewarnaan gram dan uji motilitas. Dari pewarnaan gram dapat diketahui bentuk
dan struktur dinding sel bakteri sedangkan dengan uji motilitas dapat diketahui

pergerakan dari bakteri.

a. Pewarnaan Gram
Pewarnaan gram dilakukan secara septis, satu ose bakteri diletakkan pada
kaca preparat yang telah dibersihkan dengan alkohol, diratakan hingga
membentuk lapisan tipis, didiamkan hingga kering, setelah itu difiksasi

dengan melewatkan kaca preparat di atas nyala api spirtus, kemudian ditetesi
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dengan larutan kristal violet, setelah itu dicuci dengan air mengalir, kemudian
diteteskan larutan iodine, setelah beberapa saat dibilas kembali menggunakan
air mengalir dan dikeringkan. kemudian dilakukan pengamatan menggunakan
mikroskop.

b. Uji Motilitas
Uji motolitas dilakukan dengan cara menusukkan 1 ose bakteri ke dalam agar
tegak, kemudian diinkubasi. Apabila terdapat serat-serat halus di sekitar

daerah tusukan berarti bakteri tersebut motil.

9. Ildentifikasi Jamur

Identifikasi jamur dilakukan dengan cara pengamatan secara mikroskopik. Jamur
diambil 1 ose lalu diletakkan pada object glass lalu ditetesi dengan aquadest dan
ditutup dengan cover glass dan diamati dengan menggunakan mikroskop pada
perbesaran okuler 4x, objektif 10x, total 40x. Perbesaran dilakukan beberapa kali

dengan variasi perbesaran pada lensa.

10. Uji Aktivitas Antibiotik

Uji antibakteri dilakukan dengan mengunakan kultur bakteri pathogen E. coli.
Media pertumbuhan yang digunakan adalah Nutrient Agar (NA). Sebanyak 2,8
gram NA ditambahkan 100 mL akuades, kemudian dimasukkan dalam
Erlenmeyer dan dipanaskan hingga NA larut dan berwarna kuning bening.

Setelah itu medium NA yang telah dilarutkan dan alat lain seperti cawan petri,
pinset, cotton bud, mikropipet dan kertas cakram disterilkan dalam autoclave pada
suhu 85°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Medium NA yang telah

disterilkan dituangkan ke dalam cawan petri dan didiamkan hingga mengeras.
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Biakan bakteri E. coli sebanyak 1 ose dimasukan ke dalam tabung reaksi berisi 1
mL akuades dan dihomogenkan. Setelah itu, suspensi bakteri tersebut digoreskan
pada medium NA yang telah mengeras. Lalu kertas cakram diletakkan pada
permukaan media tersebut. Seluruh perlakuan antibakteri dilakukan dalam
Laminar Air Flow (LAF) dan diberi sinar UV selama 3 menit. Adapun Kkertas
cakram yang digunakan berisi (1) kontrol negatif berupa medium kultur tanpa
isolat, (2) kontrol positif berupa antibiotik untuk bakteri yaitu Chloramphenicol
100 ppm, dan (3) sampel kultur bakteri terpilih dalam medium cair. Pengujian ini
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 35°C, kemudian diamati untuk melihat dan

menghitung zona hambatnya.



D. Diagram Alir Prosedur Penelitian
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- diisolasi mikroba

[ Isolat Mikroba

- diuji dengan uji pewarnaan gram
- diuji dengan uji motilitas

v

Hasil

A

- dipisahkan berdasarakan jenis dan
kemampuan pembentukan halo zone
- disimpan pada agar miring

diuji dengan mikroskop untuk -
mengetahui spora dan hifa
pada jamur !

Hasil

y

[ isolat bakteri dan atau jamur ]

A

- dimasukan ke medium starter
diinkubasi pada suhu 32° C, digoyang
pada shaker dengan kecepatan 100 rpm

L selama 24 jam.

inokulum

)

A

- dipindahkan ke medium fermentasi,
diinkubasi pada suhu 32° C selama 3
hari, digoyang pada shaker dengan
kecepatan 130 rpm.

y

[ kultur sel ]
- dipanen enzim dengan cara
disentrifugasi dengan kecepatan 1000
rom selama 30 menit untuk

A 4

memisahkan pellet dengan filtrat.

[

ekstrak kasar enzim

)

- diuji aktivitas enzimnya
- diuji aktivitas antibiotik

A

y

Hasil

)




V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat diambil kesimpulan

sebagai berikut:

1.

2.

Dari proses isolasi diperoleh 15 isolat kandidat.

Dari proses seleksi berdasarkan indeks zona bening dipilih 9 isolat kemudian
seleksi kedua dipiliih 8 isolat.

Dari proses seleksi berdasarkan aktivitas enzim dipilih 5 isolat kemudian
seleksi kedua dipilih 3 isolat yaitu isolat A.4.6, A.5.2 dan A.5.8.

Berdasarkan kurva pertumbuhan sel, pertumbuhan tertinggi terjadi pada waktu
inkubasi 24 jam.

Tiga isolat terpilih menunjukan Aktivitas Unit (AU), Kadar Protein (KP) Dan
Aktivitas Spesifik (AS) pada waktu inkubasi 48 jam.

Tiga isolat terpilih memiliki daya hambat terhadap bakteri patogen yaitu
bakteri E. coli.

Tiga isolat terpilih bersifat motil dan sifat gram nya negatif.
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B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka untuk penelitian selanjutnya
disarankan sebagai berikut :

1. Perlunya dilakukan karakterisasi berdasarkan karakteristik fenotipnya.
Karakterisasi fenotip meliputi uji pertumbuhan isolat pada pH, suhu, dan
salinitas yang berbeda, serta pengamatan terhadap tipe fermentasi isolat.
Karakteristik fenotip juga dapat dilakukan untuk mengetahui genera dari isolat
yang diamati.

2. Perlunya dilakukan isolasi bakteri proteolitik dari sumber isolat berupa
produk pangan fermentasi lainnya juga untuk membandingkan konsentrasi
enzim protease yang dihasilkan dari sumber isolat dari tauco dibandingkan
sumber isolat lainnya.

3. Perlunya dilakukan uji antimikroba dengan beberapa golongan antibiotik
dalam berbagai variasi konsentrasi agar lebih diketahui secara spesifik

kemampuan isolat bakteri asam laktat dalam menghasilkan daya hambat.



DAFTAR PUSTAKA

Alexopoulus, C.J. and Mims, C.W. 1979. Introductory Mycology. John Willey and
sons Inc. USA.

Alakomi ,H.L., Skytta,E., Saarela, M., Mattila-Sandhol, T., Latva-Kala, K. and
Helander, 1.M. 2000. Lactic acid permeabilizes gram negative bacteria by
disrupting the outer membrane. Applied and Environmental Microbiology
(66): p.p 2001-2005.

Backman, P. A., and Brenneman, T. B. 1994. Stem Rot. dalam Kokalisburelle, N.,
Compendium of Peanut Disease. St Paul. Hal 36-37.

Bergmeyer, H.U. and Grassl, M.M. 1983. Method of Enzymatic Analysis. Verlag
Chemie. Weinheim.

Buckle, K.A., R.A. Edwards, G.H. Fleet, M. Wootton. 2007. limu pangan. Terj, dari
Food science oleh Purnomo, H. & Adiono. Ul-Press, Jakarta.

Budianto, A.K. 2009. Dasar-dasar lImu Gizi. UMM-Press.Malang.

Chaplin, M.F. and Bucke. 1990. Enzyme Technology. Cambridge University Press.
Cambridge. Great Britain.

Cupp, C., dan Enyard. 2008. Sigma’s non-specific protease activity assay — casein as
a substrate. Journal of Visualized Experiments. (19). p.p 899-900.

Dillon, V.M. and Cook, P.E. 2000. Biocontrol of undesirable microorganisms in
food. In: Dillon, V.M. and R.E. Board . Natural Antimicrobial Systems and
Food Preservation. Wallingford: CAB International.

Dryer, R.L. 1993. Biokimia Jilid .UGM-Press. Yogyakarta. HIm. 180-181.

Dwidjoseputro, D. 2005. Dasar-Dasar Mikrobiologi. Djambatan. Jakarta.



63

Fardiaz, S. 1992. Mikrobiologi Pangan I. Gramedia Pustaka Utama. Jakarta.
Fessenden, R.J. dan J. S. Fessenden. 1992. Kimia Organik Jilid I. Erlangga. Jakarta.

Febriyansari, A.N. 2014. Penerapan Model Gompertz Pada pertumbuhan Bakteri L.
acidophilus dan B. Longum Di Media Adonan Es Krim (Ice Cream Mix atau
ICM) Jenis Standar. Skripsi. Malang: Universitas Brawijaya.

Gandjar, 1., Samson, A.R., Oetari, A., Santoso, I. 1999. Pengenalan Kapang Tropik
Umum. Yayasan Obor Indonesia. Jakarta.

Gandjar, I., W. Sjamsuridzal dan Oetari, A. 2006. Mikologi Dasar dan Terapan.
Yayasan Obor Indonesia. Jakarta.

Gupte, S. 1990. Mikrobiologi Dasar. Binarupa Aksara. Jakarta.
Gultom, T. 2013. Prosedur Praktikum Analisa Bahan Pangan.Gramedia. Jakarta.

Hidayat, H., Sekarini, Mageswari, A. 2006. Mikrobiologi Industri. Penerbit Andi.
Yogyakarta.

Hosono, T.K. 1989. Makanan Tradisional Nusantara. Gramedia. Jakarta. Hal 39.

Jawetz, M. and Adelberg. 2005. Medical Microbiology. Mc Graw Hill Companies
Inc. New York. p.p 33 - 36.

Khurry.2012. Pembutan Bathing Agent dan Aktivitas Enzim.Press Inc. New York

Kuswanto, K.R. 2004. The Industry of Fermented Food in Indonesia: Present Status
and Development. Di dalam: Proceedings of the International Seminar on
Developing Agricultural Technology for Value-added Food Production in
Asia. Japan.

Kwon, T.W. and Song, Y.S. 1996. The Role of Soybean in Oriental Food System.
Proceedings of The Second International Soybean Processing and Utilization
Conference. Bangkok.

Limbong, L.N. 1981. Pengaruh Jenis Kedelai, Konsentrasi Larutan Garam dan
Waktu Fermentasi dalam Larutan Garam terhadap Mutu Tauco. SKripsi.
Departemen Teknologi Hasil dan Mekanisasi Pertanian  Fakultas
Pertanian.USU. Medan.



64

Lowry, et al. 1951. Protein Measuremen with The Folin Phenol Reagent. J. Biol.
Chem. (3) (No. 12). p.p 193-265.

Mc-Kane, L. 1996. Microbiology Applied and Practice. Mc-Graw Hill Book
Company. New York.

Meevootisom, V., Somsuk, P., Prachartam, R., and Feegel, L.W. 1983. Simple
Screening Method for lIsolation of Penicillin Acylase Producing Bacteria.
Applied Environment Microbial. (no.46) p.p 1227-1229.

Mongomeri, Rex. 1993.Biokimia Jilid I. UGM. Yogyakarta.

Naiola, N. dan Widhyastuti, N. 2002. Isolasi, Seleksi dan Optimasi Produksi
Protease dari Beberapa Isolat Bakteri. Berita Biologi. (6). Hal : 467-473.

Nuritasari, Yana. 2012. Isolasi dan Seleksi Mikroba Penghasil Enzim Penggumpal
Susu dari Pangan Fermentasi sebagai Pengganti renin dalam Pembuatan
Keju. Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga. Jakarta. (3). Hal :
56-59.

Odum, P.E. 1993. Dasar-Dasar Ekologi. Terjemahan Ir. Thahjono Samingan. UGM-
Press. Yogyakarta.

Page, D.S. 1997. Prinsip-prinsip Biokimia.Erlangga. Jakarta.
Palmer, T. 1995. Understanding Enzymes 4™ edition. Prentice Hall. London.
Pelczar, M. dan Chan, E. 1988, Dasar-dasar Mikrobiologi, Ul Press, Jakarta
Poedjiadi, A.1994. Dasar-dasar Biokimia.Ul-Press. Jakarta.

Poernomo, A.T. 2004. Uji Aktivitas Crude Enzim Proteolitik Bacillus Subtilis FNCC
0059 Hasil Fermentasi Curah. Majalah Farmasi Airlangga. (3) hal : 103-107.

Pratiwi, S. 2007. Mikrobiologi Farmasi. Erlangga. Jakarta. Hal. 34.
Prawiroharsono, S. 2007. limu Usaha Tani. BPFE. Yogyakarta. Hal. 16.

Radji, M. 2008. Penuntun Praktikum Mikrobiologi Farmasi. Departemen Farmasi
Fakultas MIPA Universitas Indonesia. Jakarta.

Rao, M.B., Tanksale, A.M., Ghatge, M.S., dan Deshpande, V.V. 1998. Molecular and
biotechnological aspects of microbial proteases. Microbiology and Molecular
Biology Reviews. (n0.62). p.p 597-635.



65

Ray, B. 2004. Fundamental Food Microbiology. CRC Press LLC. USA.

Sastrodinoto, S. 1980. Biologi Umum I. Gramedia. Jakarta.

Setyaningsih, D. 2013. Analisis Sensori untuk Industri Pangan dan Hasil Pertaian.
IPB-Press. Bogor.

Soedigdo. 1998. lIsolasi dan Seleksi Bakteri Penghasil Enzin Ekstraseluler yang
Berasal dari Sedimen Kawasan Mangrove. lImu Kelautan. UNDIP. (17). Hal
: 164-168.

Schelenge, H.G. and K. Schmidt. 1994. Protein Purification. Springer Verlag. New
York. Hal. 56.

Smith, 1.H. and Webber, N.S. 1988. The Mushroom Hunter’s Field Guide. University
of Michigan-Press. USA.

Steinkraus, K.H. 1985. Indigenous fermented-food technologies for small-scale
industries. Food and Nutrition Bulletin (vol.7). Japan.

Stringer, J.L. 2006. Basic Concepts in Pharmacology. Mc Graw Hill. New York.

Sumanti D. 2003. Teknologi Fermentasi dalam Pelatihan Teknologi Pengolahan
Hasil Pertanian. Penebar Swadaya. Jakarta.

Supartono, Wijayati, N. Herlina L. dan Ratnaningsih, E. 2008. Produksi dan
Karakterisasi Antibiotika dari Bacillus subtilis BAC4 Galur Lokal Baru.
Laporan Penelitian Hibah Bersaing. DP2M Dirjen Dikti Depdiknas RI.

Susanti, A. 2003. Daya Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Beluntas terhadap
Escherichia colli Secara In Vitro. Jurnal Universitas Airlangga. p.p 12-18.

Teysset, C.M., F. de la Torre and J.R. Garel. 2000. Increased production of hydrogen
peroxide by Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus upon aeration:
involvement of on NADH oxidase in oxidative stress. Journal of Applied
Environmental Microbiology. (66) (1). p.p 262-267.

Tjay, T. H., dan Rahardja, K. 2007. Obat-Obat Penting. Elex Media Komputindo.
Jakarta. Hal. 41-42.



66

Tjitrosoepomo. 1991. Taksonomi Tumbuhan (Schizophyta, Thallophyta, Bryophyta,
Pteridophyta). UGM. Yogyakarta.

Torotora, G.J. 2001. Microbiology. Pearson Education. USA.
Volk, W.A. dan Wheeler, M.F. 1993. Mikrobiologi Dasar. Erlangga. Jakarta.

Ward, O.P. 1983. Proteinases. in Fogarty MW, editor. Microbial and Enzyme
Technologi. New York : Applied Science Publishing. (19) p.p 251-305.

Winarno, F.G. 1980. Pengantar Teknologi Pangan. Gramedia. Jakarta. Hal. 27-28.

Wirahardikusumah, M. 1989. Biokimia : Protein, Enzim dan Asam Nukleat.
ITB-Press. Bandung.

Yunita, S. P. 2012. Suksesi Mikroba dan Aspek Biokimiawi Fermentasi Mendai.
Skripsi. Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Airlangga. Jakarta.

Yuniati, R. 2015. Uji Aktivitas dan Aktivitas Spesifik Enzim Protease dari Tiga
Isolat Bacillus sp. Galur Lokal Riau. Skripsi. FMIPA, Universitas Riau,
Pekanbaru.



