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ABSTRACT

ISOLATION AND ANTIBACTERIAL TEST OF ISOLATE PRODUCING
PROTEASE FROM SHRIMP PASTE LAMPUNG REGIONAL
PRODUCTION

By

Meta Fosfi Berliyana

In term of effort to discover potency of proteolytic bacteria producing secondary
metabolites from typical fermented food of Indonesia, bacterial isolation from 3
samples of shrimp paste origin of Lampung has been conducted by using SMA
(Skiim Milk Agar) selective medium. Four out of 10 candidates had the highest
ability to degrade protein substrate in SMA medium. Those isolates were namely
L-1-5, L-2-3, LM-3-2, and LM-8-1. From the measurement of Unit Activity (AU)
with Kunitz method and measurement of Specific Activity (AS) with Lowry
method of the enzyme, the high AU and AS showed by L-1-5 isolate was 314
(U/mL) and 918 (U/mg), L-2-3 isolate was 292 (U/mL) and 994 (U/mg), LM-3-2
isolate was 358 (U/mL) and 1.166 (U/mg), also LM-8-1 isolate was 401 (U/mL)
and 1.422 (U/mg). Among those isolate, only LM-3-2 showed antibacterial
activity with inhibiting zone of 2,3 mm. The four selected isolates were motile,
gram — positive with bacil cell form, except for isolate LM-3-2 with streptobacill
form.

Keywords:. Proteol ytic Bacteria, Protease, antibacterial, Shrimp Paste.
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Dalam upaya menggali potens bakteri proteolitik penghasil metabolit sekunder
dari makanan fermentasi khas Indonesia, telah dilakukan isolasi bakteri dari 3
sampel terasi produksi 3 daerah di Lampung menggunakan media selektif SMA
(Skim Milk Agar). Dari 10 isolat kandidat, diperoleh 4 isolat terpilih yang
memiliki kemampuan tertinggi dalam mendegradasi substrat protein pada media
SMA, vyaitu isolat L-1-5, L-2-3, LM-3-2 dan LM-8-1. Ditinjau dari pengukuran
Aktivitas Unit (AU) enzim dengan metode Kunitz dan pengukuran Aktifitas
Spesifik (AS) enzim dengan metode Lowry, diperoleh AU dan AS tertinggi pada
isolat L-1-5 sebesar 314 (U/mL) dan 918 (U/mg), isolat L-2-3 sebesar 292 (U/mL)
dan 994 (U/mg), isolat LM-3-2 sebesar 358 (U/mL) dan 1.166 (U/mg), serta isolat
LM-8-1 sebesar 401 (U/mL) dan 1.422 (U/mg). Isolat LM-3-2 menunjukkan
aktivitas antibakteri dengan zona hambat sebesar 2,3 mm. Keempat isolat terpilih
bersifat motil, dan merupakan bakteri gram positif dengan bentuk sel basil,
kecuali isolat LM-3-2 yang berbentuk streptobasil.

Kata kunci: Bakteri Proteolitik, Protease, Antibakteri, Teras.
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. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Salah satu komuditas laut yang cukup besar di perairan Indonesia adalah udang.
Setiap tahunnya, produksi perikanan tangkap terus meningkat. Hal ini
memungkinkan dilakukannya pengembangan produk olahan. Berdasarkan data
Kementrian Kelautan dan Perikanan (2011), diketahui bahwa sekitar 19,38 % total
ikan yang didaratkan di pasarkan dalam bentuk olahan tradisional, dengan olahan
ikan fermentasi mencapai 1 % dari total produksi. Salah satu jenis produk olahan

ikan fermentasi khas Indonesiaialah terasi.

Terasi yang berbahan dasar ikan atau udang mengandung beragam
mikroorganisme dengan beragam potensi. Salah satunya, mikroorganisme yang
memiliki potensi untuk obat-obatan, suplemen, kosmetik, agrokimia, dan enzim,
yang umumnya berasal dari bakteri metabolit sekunder. Metabolit
diklasifikasikan menjadi dua, yaitu metabolit primer yang penting untuk
pertumbuhan dan kelangsungan hidup makhluk hidup, serta metabolit sekunder
yang tidak digunakan untuk pertumbuhan. Metabolit sekunder dibentuk dari
metabolit primer pada kondis stres. Keterbatasan nutrisi dan penurunan
kecepatan pertumbuhan akan menghasilkan sinyal yang mempunyai efek regulasi

sehingga menyebabkan diferensiasi kimia membentuk metaboit sekunder. Salah



satu kegunaan metabolit sekunder adalah sebagai antibiotik. Antibiotik yang
dihasilkan oleh mikroorganosme hidup dalam kondisi rendah dapat menghambat
pertumbuhan atau membunuh organisme lain (Rahayu, 2006). Mikrobadari terasi
jugaberpotensi dalam menghasilkan metabolit sekunder yang berfungsi sebagai

antibiotik.

Isolasi mikroba proteolitik dari terasi telah dilaporkan oleh beberapa pendliti,
diantaranya pada penelitian sebelumnyatelah berhasil diisolasi bakteri Bacillus
subtilis strain FP-133 yang bersifat halotoleran. Enzim yang telah dimurnikan
menunjukkan aktivitas optimum pada konsentrasi NaCl 5% (Setyorini et al.,
2006). Selainitu, dari tahap pemurnian dengan presipitasi anmonium sulfat 55%,
diadisis, dan pemekatan dengan polietilenglikol (PEG), telah diperoleh enzim
protease yang menunjukkan aktivitas fibrinolitik dari isolat bakteri D1T2 yang
diisolasi dari terasi Medan (Kristiana et al., 2006). Dari penelitian lain, dilakukan
uji pengaruh ion logam sebagai aktivator atau inhibitor terhadap enzim protease
yang diukur dengan spektrofotometer pada A 280 nm. Dengan aktivitas tertinggi
sebesar 93,11 U/mL pada waktu inkubasi tiga hari, suhu 50°C dan pH 8,5, telah
diperoleh bakteri protease alkalin Bacillus subtilis strain A; yang diisolasi dari

terasi Samarinda (Soeka dan Sulistiani, 2014).

Pada penelitian ini dilakukan eksplorasi bakteri dari terasi asal daerah Lampung,
yaitu Labuhan Maringgai, Lempasing, dan Menggala. Isolat yang diperoleh
mampu menghasilkan metabolit sekunder yang mampu menghambat
perkembangan bakteri patogen Escherichia coli. Untuk mengetahui aktivitas dan

kuantitas isolat yang diperoleh, uji aktivitas protease ditentukan menggunakan



metode Kunitz, dan kadar protein ditentukan menggunakan metode Lowry. Isolat

terpilih selanjutnya diuji aktivitas antibakteri dengan metode difusi cakram.
B. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah :
1. Mendapatkan isolat bakteri protease yang terdapat padateras
2. Mengidentifikas karakteristik isolat bakteri protease dari terasi

3. Mengetahui kemampuan antibakteri isolat bakteri protease dari terasi terhadap

Eschericia coli

C. Manfaat Pendlitian

Manfaat penelitian ini ialah mengetahui karakteristik isolat bakteri protease yang
terdapat padateras serta kemampuan bakteri protease sebagai antibakteri yang

dapat dimanfaatkan dalam industri pangan maupun industri lainnya.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Udang Rebon

Udang rebon (Acetes) adalah salah satu hasil laut dari jenis udang-udangan
dengan ukuran kecil. Di pasaran, udang rebon lebih mudah ditemukan dalam
bentuk bahan seperti terasi atau telah dikeringkan, sangat jarang dijual dalam
keadaan segar (Putra, 2016). Menurut Grave (2015), udang rebon pertama kali
ditemukan oleh H. Milne-Edwards tahun 1830 dan diklasifikasikan dalam genus
Acetes. Sampai saat ini, udang rebon terdapat 14 jenis spesies, dimana spesies
Acetes indicus merupakan spesies udang rebon terbanyak di Indonesia. Udang
memiliki sifat fototaksis positif, yaitu tingkah lakunya yang tertarik untuk
mendekati sumber cahaya. Udang rebon hidup diperairan pantai yang dangkal

dan belumpur (Akbar et al., 2013).

Kandungan gizi udang rebon hampir sama dengan kandungan gizi udang segar.
Karenaitu, udang rebon baik dikonsumsi pada masa pertumbuhan. Bahkan udang
rebon efektif dalam memperbaiki gizi bagi anak malnutrisi. Berikut kandungan

gizi udang rebon dapat dilihat di Tabel 1.



Tabel 1. Kandungan gizi udang rebon per 100 g

Kandungan gizi Udangrebon kering Udang rebon segar

Energi (kkal) 299,0 81,0
Protein (g) 59,4 16,2
Lemak (Q) 3,6 1,2
Karbohidrat (g) 3,2 0,7
Kasium (mg) 2,3 757,0
Fosfor (mg) 265,0 292,0
Besi (Mg) 214 2,2
Vitamin A (SI) 0 60,0
Vitamin B1 (mg) 0,1 0,1
Air (9) 21,6 79,0

Sumber: Putra, 2016

B. Teras

Menurut Subagio (2006), terasi yang merupakan produk awetan dari ikan atau
udang memeiliki rasa gurih yang didapatkan dari senyawa asam-asam amino
penyusun protein, seperti asam glutamat dan asam nukleat. Terasi merupakan
salah satu produk hasil fermentasi ikan atau udang yang mengalami perlakuan
penggaraman tanpa diikuti dengan penambahan warna, kemudian didiamkan
beberapa saat agar terjadi proses fermentasi (Afrianto dan Liviawaty, 2005).

Berikut kandungan gizi terasi udang dapat dilihat di Tabel 2.



Tabel 2. Kandungan gizi terasi udang

Zat gizi Komposis

Energi (ka) 155,0
Protein (gram) 22,3
Lemak (gram) 2,9
Hidrat arang (gram) 9,9
Serat (gram) 2,7
Abu (gram) 31,1
Kasium (mg) 38,2
Fosfor (mg) 726,0
Besi (mg) 78,5
Karoten (mkg) 0
Vitamin A (Q) 0
Vitamin B1 (g) 0,24
Vitamin C (kkal) 0
Air (gram) 33,8
b.d.d (%) 100,0

Sumber: Suprapti, 2002

C. Fermentas Teras

Fermentasi berasal dari katalatin *““fervere” yang berarti mendidih yang
menunjukkan adanya aktivitas pada ekstrak buah-buahan atau malt biji-bijian.
Kelihatan seperti mendidih karena terbentuknya gelembung-gelembung CO,
akibat dari proses katabolisme secara anaerobik dari gula yang ada dalam ekstrak.
Fermentasi merupakan suatu reaksi reduksi-oksidasi dalam sistem biologi yang
menghasilkan energi (Tanyildizi et al., 2007). Menurut Hidayat et al., (2006),
fermentasi dapat didefinisikan sebagai perubahan gradual oleh enzim beberapa
bakteri, khamir, dan jamur. Dalam proses fermentasi, sifat-sifat proses harus
disesuaikan dengan kondisi yang dibutuhkan mikroba dalam melakukan
metabolisme. Kondisinya dapat aerob ataupun anaerob, sedangkan bentuk

mediumnya dapat cair ataupun padat. Untuk proses produksinya dapat digunakan



proses tertutup atau kontinu. Perbedaan kondisi yang dibutuhkan mikroba juga
mempengaruhi hasil, seperti :

1. Tipefermentor

2. Optimasi lingkungan : pH, aerasi, suhu, kadar nutrien

3. Macam dat bantu : sumber air, listrik, kompresor, dan sebagainya

4. Carapengambilan hasil, sterilisasi

Dalam pembuatan terasi, proses fermentasi berlangsung karena adanya aktifitas
enzim yang berasal dari udang. Pada proses fermentasi terjadi penguraian
senyawa-senyawa yang lebih sederhana oleh enzim (Afrianto dan Liviawati,

2005).

Prinsip dari fermentasi udang adalah fermentasi di dalam larutan garam atau
dengan penambahan garam kristal sehingga terbentuk flavor. Penambaha garam
berfungsi sebaga pengendali fermentasi, garam dapat menarik kandungan air
dalam suatu bahan, dan menarik air dari sel mikroorganisme (plasmolisis), garam
juga dapat menghambat kerja enzim proteolitik. Sehingga enzim proteolitik akan
lambat aktivitasnya dalam menghidrolisis karbohidrat, protein, dan lemak dalam
molekul sederhana maupun senyawa-senyawa yang mudah menguap (Majid et al.,
2014). Menurut Suprihatin (2010), garam yang digunakan berfungsi sebagai
pengawet serta sebagai media penyeleks pertumbuhan mikroba. Penambahan
garam membantu menurunkan pH pada bahan pembuatan terasi, sehingga
mikroorganisme pembusuk sulit untuk tumbuh, sedangkan bakteri asam |aktat
dapat tumbuh dengan baik. Kandungan nitrogen pada bahan mula-mula rendah,
namun setel ah disimpan beberapa hari (selama prose fermentasi) akan

menyebabkan terjadinya proses hidrolisis protein sehingga kandungan nitrogen



terlarut bertambah banyak. Pada prinsipnya protein akan didegradasi menjadi
asam-asam amino dan turunannya. Proses fermentasi ini menghasilkan gas
ammonia dimana gas tersebut menyebabkan aroma yang menyengat pada terasi

(Hanafiarti, 2015).

D. Mikroorganisme

Mikroorganisme adalah sumber produksi enzim yang potensial dan lebih bayak
digunakan dibandingkan hewan dan tumbuhan. Sebagai sumber enzim,
mikroorganisme |ebih menguntungkan karena pertumbuhannya cepat dan mudah
diatur, dapat tumbuh pada substrat yang murah, dapat diproduksi dalam skala
besar dan mutu yang lebih seragam (Hanafiarti, 2015). Banyak mikroorganisme
yang telah dimanfaatkan untuk produk fermentasi. Mikroorganisme yang
digunakan dalam fermentasi pangan tradisional umumnya merupakan kultur
campuran yang diperoleh dari bahan baku ataupun lingkungan dan sering tidak
teridentifikasi. Sebagai faktor utama dalam proses fermentasi, mikroba harus
memenuhi syarat-syarat tertentu, yaitu :

1. Murni. Untuk menjagaagar biakan tetap murni dalam proses, maka kondisi
lingkungan harus dijaga tetap steril.

2. Unggul. Padakondis fermentas yang diberikan, mikroba harus mampu
menghasilkan perubahan-perubahan yang dikehendaki. Sifat unggul yang ada
harus dipertahankan. Hal tersebut berkaitan dengan kondisi proses yang
diharapkan. Proses rekayasa genetik dapat dilakukan untuk memperbaiki
sifat jasad dengan maksud mempertinggi produk yang diharapkan dan

mengurangi produk campuran.



3. Stabil. Padakondis yang diberikan, mikroba harus mempunyai sifat-sifat
yang tetap, tidak mengalami perubahan karena mutasi atau lingkungan.

4. Bukan patogen. Mikroba yang digunakan haruslah yang bukan patogen bagi
manusia maupun hewan, terkecuali untuk produksi bahan kimiatertentu. Jika
digunakan, mikroba patogen harus dijaga agar tidak menimbulkan akibat

samping pada lingkungan (Hidayat et al., 2006).

Adaempat macam fase pertumbuhan mikroorganisme, yaitu :

1. Faselag merupakafase adaptasi, yaitu fase penyesuaian mikroorganisme
pada suatu lingkungan baru. Ciri fase lag adalah tidak adanya peningkatan
jumlah sel, yang ada hanyalah peningkatan ukuran sel. Lamafaselag
tergantung pada kondisi dan jumlah awal mikroorganisme dan media
pertumbuhan. Bila sel-sel mikroorganisme diambil dari kultur yang
berlainan, maka yang terjadi adalah mikroorganisme tersebut tidak mampu
tumbuh dalam kultur.

2. Faselog (fase eksponensial) merupakan fase dimana mikroorganisme tumbuh
dan membelah pada kecepatan maksimum, tergantung pada genetik
mikroorganisme, sifat media, dan kondisi pertumbuhan. Hal yang dapat
menghambat |gju pertumbuhan adalah bila satu atau lebih nutrisi dalam kultur
habis, sehingga hasil metabolisme yang bersifat racun akan tertimbun dan
menghambat pertumbuhan.

3. Fase stasioner merupakan fase dimana pertumbuhan mikroorganisme berhenti
dan terjadi keseimbangan antarajumlah sel yang membelah dengan jumlah
sel yang mati. Padafaseini terjadi akumulasi produk buangan yang toksik.

Pada sebagian besar kasus, pergantian sel terjadi dalam fase ini. Terdapat
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kehilangan sel yang lambat karena kematian diimbangi oleh pembentukan
sel-sel baru melalui pertumbuhan dan pembel ahan dengan nutrisi yang
dilepaskan oleh sel-sel yang mati karena mengalami lisis.

4. Fase kematian, fase dimana jumlah sel yang mati meningkat. Faktor
penyebabnya adal ah ketidaktersediaan nutrisi dan akumulasi produk buangan

yang toksik (Pratiwi, 2008).

E. Bakteri

Bakteri merupakan organisme bersel satu yang berukuran micron (1/ 2000 mm)
(Dwidjoseputro, 2010). Ciri khas reproduksi bakteri adalah pembel ahan biner
(binery fussion), di mana dari satu sel bakteri dapat dihasilkan dua sel anakan
yang samabesar. Bilasel tunggal bakteri berproduksi dengan pembelahan biner,
maka populasi bakteri bertambah secara geometrik:

15,222,222 2"
Interval waktu yang dibutuhkan bagi sel untuk membelah diri atau untuk populasi
menjadi berjumlah duakali lipat dikenal sebagai waktu generasi. Tidak semua
spesies bakteri memiliki waktu generasi berkisar 1-3 jam. Waktu generasi untuk
spesies bakteri tertentu juga tidak sama pada semua kondisi. Waktu generasi
sangat tergantung pada cukup tidaknya nutrisi di dalam media pertumbuhan serta
sesuai tidaknya kondisi fisik yang mendukung pertumbuhan (Pratiwi, 2008).
Seperti makhluk hidup lain, bakteri juga membutuhkan makanan, air dan suhu
yang sesuai untuk hidup dan berkembang biak. Untuk mendapatkan bakteri yang
potensial perlu dilakukan penapisan mikroorganisme dari lingkungan

(Dwijoseputro, 2010). Umumnyaisolat bakteri diperoleh sesuai dengan
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lingkungan tempat hidupnya. Hal ini dikarenakan kondisi lingkungan tersebut
biasanya digunakan bakteri sebagai substrat utamanya (Khairunnisa, 2014).
Bakteri yang berhasil diisolasi dari terasi adalah Bacillus, Clostridum,

Lactobacillus, Pediococcus, Micrococcus, Sarcina, Saphyl ococcus.

K eberadaan Basillus sp. sangat diharapkan keberadaannya terutama untuk proses
fermentasi terasi udang, karena bakteri jenis B. Mycoides banyak digunakan
sebagai starter dalam mempercepat proses fermentasi pada berbagai bahan
pangan. Bacillus sp. merupakan jenis bakteri yang berbentuk basil (batang),
bersifat gram positif, motil, katalase positif, oksidas negatif dan bersifat
oksidatif-fermentatif. Selain Bacillus sp., Staphyl ococcus Piscifermentans juga
merupakan fermenter, karena dapat memunculkan rasa asam, mengawetkan, serta
mempengaruhi tingkat higienitas yang tinggi. Staphylococcus sp. merupakan
bakteri yang berbentuk kokus, gram positif, nonmotil, katalase positif, oksidase

negative dan bersifat fermentative (Setiawan et al., 2006).

F. Enzim Protease

Enzim adalah protein yang khusus disintesa oleh sel hidup untuk mengkatalisis
reaks yang berlangsung di dalamnya (Fidyasari, 2013). Enzim mempunyai
fungsi penting sebagai katalisator reaksi biokimiayang secara kol ektif
membentuk metabolisme-perantara (intermediary metabolism) dari sel
(Wirahadikusumah, 2001). Enzim memiliki tenaga katalitik yang luar biasa, yang
biasanyajauh |ebih besar dari katalisator sintetik. Spesifisitas enzim amat tinggi
terhadap substratnya, enzim mempercepat reaksi kimiawi spesifik tanpa

pembentukan produk samping. Sebagai unit fungsional dari metabolisme sdl,
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enzim bekerja dengan urutan-urutan tertentu, mengkatalisis ratusan reaksi
bertahap yang menguraikan molekul nutrient, reaksi yang menyimpan dan

mengubah energi kimiawi, dan yang membuat mikromolekul sel (Juniarso, 2008).

Menurut Poedjiadi et al., (2009), enzim berfungsi sebagai katalis proses biokimia
yang terjadi dalam sel maupun diluar sel, yang dapat mempercepat reaksi 10°
sampai 10™ kali lebih cepat daripada apabilareaksi tersebut berlangsung tanpa
katalis. Beberapa kelebihan enzim sebagai katalis dibandingkan dengan
katalisator sintetik antaralain : (1) enzim mempunyai spesifitas singgi, (2) enzim
bekerja secara spesifik (hanya mengkatalisis substrat tertentu), (3) tidak terbentuk
produk samping yang tidak diinginkan, (4) mempunyai produktivitas tinggi, (5)
produk akhir pada umumnyatidak terkontaminasi sehingga mengurangi biaya

purifikas dan mengurang efek kerusakan terhadap lingkungan (Fitriyanti, 2014).

Keunggulan lain dari enzim adalah dapat bekerja pada kondisi yang ramah,
sehingga dapat menekan konsumsi energi (suhu dan tekanan tinggi). Hal ini
menyebabkan reaksi yang dikatalisis enzim menjadi lebih efisien dibandingkan
dengan reaksi yang dikatalisis oleh katalisis kimia. Enzim sebagai biokatalisator
telah dapat diaplikasikan secara komersial untuk proses-proses industri, antara
lain industry pangan, medis (diagnosis), kimia, dan farmasi (Junita et al., 2002).
Untuk dapat digunakan dalam industri, enzim harus memiliki kondisi yang
dibutuhkan dalam proses industri, seperti kestabilan pada kondisi suhu tinggi dan

pH yang ekstrim (Denila, 2016).
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Berikut ini beberapafaktor yang berpengaruh terhadap kerjaenzim :

1. Konsentrasi enzim
Konsentrasi enzim secara langsung mempengaruhi kecepatan lgju reaksi
enzimatik. Pada suatu konsentrasi substrat tertentu, lgju reaksi bertambah
dangan bertambahnya konsentrasi enzim (Poedjiadi, 2009). Dengan enzim-
enzim yang dergjat kemuriannyatinggi, di dalam batas-batas tertentu,
terdapat suatu hubungan linear antarajumlah enzim dan taraf aktivitas,
dimana aktivitas enzim merupakan ukuran lenyapnya reaktan atau munculnya
produk dari reaksi yang dikatalisis (Winarwi, 2006)

2. Konsentrasi substrat
Laju reaks enzimatik akan meningkat dengan bertambahnya konsentrasi
substrat rendah, bagian aktif enzim hanya menampung substrat sedikit. Bila
konsentrasi substrat diperbesar, maka akan semakin banyak substrat yang
berhubungan dengan enzim pada bagian aktif, sehingga konsentrasi enzim-
substrat makin besar dan menyebabkan besarnyalgu reaksi. Namun pada
batas konsentrasi substrat tertentu, semua bagian aktif telah dipenuhi substrat.
Dalam kondisi ini, bertambahnya konsentrasi enzim-substrat, mengakibatkan
jumlah hasil reaks tidak bertambah (Poedjiadi, 2009).

3. Suhu
Suhu dapat meningkatkan laju reaks enzimatik sampal batas tertentu. Suhu
yang terlalu tinggi (jauh dari suhu optimum suatu enzim) akan menyebabkan
enzim terdenaturasi. Bilaenzim terdenaturasi, maka bagia aktifnya akan
terganggu dan dengan demikian konsentrasi efektif enzim menjadi berkurang.

Hal ini menyebabkan lgju reaksi enzimatik menurun (Poedjiadi, 2009).
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4, pH
Aktivitas suatu enzim sangat dipengaruhi oleh konsentrasi ion hidrogen
(keasaman dan kebasaan). Hal ini disebabkan residu asam amino yang
terdapat pada pusat aktif enzim yang harus berada dalam keadaan ionisasi
yang tepat agar menjadi aktif (Zusfahair dan Fatoni, 2011). Aktivitas
maksimum dicapai pada pH tertentu dan penyimpangan — penyimpangan dari
pH tersebut menyebabkan berkurangnya aktivitas (Winarwi, 2006).

5. Inhibitor
Inhibitor merupakan molekul atau ion yang menghambat reaksi enzimatik
(Poedjiadi, 2009). Inhibitor akan menyerang sisi aktif enzim sehingga enzim
tidak dapat berikatan dengan substrat dan enzim tidak mempunyai fungsi
katalitik lagi (disebut inhibisi kompetitif). Jikainhibitor terikat padasisi lain
enzim sehingga memperlambat kerja enzim (disebut inhibisi nonkompetitif).
Sedangkan inhibitor yang tidak menghalangi terbentuknya kompleks enzim-
substrat, tetapi menghalangi reaksi selanjutnya, disebut inhibisi unkompetitif.

6. Waktu inkubasi
Setiap enzim membutuhkan waktu inkubasi tertentu untuk dapat bereaksi

secara optimum dengan substrat hingga menghasilkan produk.

Enzim yang berperan dalam proses fermentasi pada produk perikanan didominasi
oleh enzim proteolitik yang mampu mengurai protein (Kulsum dan Hidayat,
2017). Enzim protease juga berperan dalam bidang industry, terutama dalam
aplikasi bioteknologi (Mohsen et al., 2005). Aplikas protease sangat luas
diberbagai industri pangan, industri farmasi (Melliawati, 2015), dan dalam proses

pengempukan daging (Melliawati, 2015).
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Protease yang disebut juga peptidase atau proteinase, merupakan enzim golongan
hidrolase yang bekerja memecah protein menjadi molekul yang lebih sederhana,
seperti oligopeptide pendek atau asam amino dengan reaks hidrolisis padaikatan
peptida (Melliawati, 2015). Enzim protease diperlukan oleh semua makhluk
hidup karena bersifat esensia dalam metabolisme protein. Enzim protease
memiliki banyak struktr sekunder beta-sheet dan alpha-helix yang sangat pendek

(Poliana and MacCabe, 2007).

Alpha-helix

Beta-sheet

Gambar 1. Struktur sekunder beta-sheet dan alpha-helix protein

Menurut Harley dan Prescott (2002), protease dibagi menjadi 4 golongan :

1. Protease Serin. Memiliki residu serin dalam lokasi aktifnya, bersifat
endopeptidase, yang termasuk enzim ini : tripsin, kimotripsin, elastase dan
subtilin.

2. Protease Sulfhidril. Memiliki residu sulfhidril padalokas aktif, kerja enzim
dapat dihambat oleh senyawa oksidator dan akilator sertalogam berat, yang
termasuk enzim ini : protease dari tanaman dan mikroba seperti papain, fisin,
bromielin.

3. Protease Metal. Keaktifannya tergantung pada adanya metal dengan
hubungan stoikiometrik 1 mol metal/1mol enzim, dapat dihambat olen EDTA

(Ethlene Diamine Tetra Acetic Acid) dimana dapat mengkhelat metal
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sehingga keaktifan enzim hilang atau berkurang, yang termasuk enzimiini :
karboksi peptidase untuk beberapa amino peptidase.

4. Protease Asam. Enzim yang padalokasi aktifnyaterdapat di gugus karboksil,
aktif pada pH rendah (optimum 2,0 — 5,0), keaktifannya dapat dihambat oleh
p-bromo fenasilbromida, yang termasuk enzim ini : pepsin, renin, dan

protease kapang.

Enzim protease dapat dihasilkan dari berbagai sumber, salah satu sumber

penghasi| enzim protease yang banyak diteliti adalah bakteri. Pemilihan bakteri

sebagai sumber enzim protease disebabkan beberapa alasan, yaitu :

a.  Bakteri lebih mudah tumbah dengan kecepatan yang lebih cepat dibandingkan
dengan makhluk hidup lainnya.

b. Skaaproduks enzim mudah ditingkatkan.

c. Biayaproduks enzim lebih rendah.

d. Kondis produks tidak tergantung pada musim dan waktu proses produksi

enzim lebih pendek (Poernomo dan Purwanto, 2003).

Untuk menguji suatu biakan bakteri menghasilkan enzim protease ekstraseluler,
maka bakteri tersebut harus ditumbuhkan pada medium yang mengandung kasein
yaitu Skim Milk Agar (Hanafiarti, 2015). Kasein merupakan salah satu jenis
potein. Hidrolisis kasein digunakan untuk memperlihatkan aktivitas hidrolitik
protease yang memutuskan ikatan peptida CO-NH, yang ditunjukkan dengan
adanya zona bening disekeliling pertumbuhan bakteri (Susanti, 2003). Pengujian
secara kualitatif bakteri penghasi enzim protease ekstraselular dilakukan dengan

cara mengamati zona bening yang berada disekitar kolonibakteri, kemudian
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membagi diameter zona bening dengan diameter koloni bakteri. Hasil bagi
diameter tersebut dinyatakan sebagai aktifitas protease secararelatif (Sastono et
al., 2008). Besar kecilnya diameter zona menunjukkan konsentrasi dan aktivitas

enzim yang dihasilkan (Hanafiarti, 2015).

Protease adalah enzim yang mengkatalisis pemecahan ikatan peptida dalam
peptida, polipeptida dan protein dengan menggunakan reaks hidrolisis menjadi
molekul-molekul yang lebih sederhana sepeti peptide rantai pendek dan asam
amino (Naiola dan Widyastuti, 2002). Hidrolisisikatan peptide adalah reaksi
penambahan-penghilangan, dimana potease bertindak sebagai nukleofilik atau
bereaksi dengan membentuk satu molekul air (Pramitha, 2014). Secaraumum
nukleofilik membentuk intermediat tetrahedral dengan atom karbon karbonil pada
ikatan peptida. Satu gugus amina dilepaskan dan dikeluarkan dari sisi aktif, yang
digantikan secara bersamaan dengan satu molekul air. Pada protease tertentu,
adisi enzim dapat dibentuk dan menghasilkan produk karboksilat, proton dan

enzim bebas yang diregenerasi (Pakpahan, 2009).

G. Bakteri Patogen Escherichia coli

Patogen adalah organisme (umumya berupa mikroorganisme) yang menyebabkan
penyakit pada mikroorganisme lain. Kemampuan patogen untuk menyebabkan
penyakit disebut dengan patogenitas (Pratiwi, 2008). Escherichia coli (E. Coli)
adal ah kuman oportunis yang banyak ditemukan di dalam usus besar manusia.
Bakteri ini berbentuk batang pendek (kokobasil), dengan ukuran 0,4-0,7 um x 1,4
pum, dan berupa bakteri gram negatif. E. coli tumbuh baik pada hampir semua

media yang biasadipakai di laboratorium Mikrobiologi. Pada mediayang
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digunakan untuk isolasi kuman enterik, sebagian besar strain E. coli tumbuh
sebagai koloni yang meragi laktosa. E. coli memiliki sifat mikroaerofilik, serta
mempunyai antigen O, H dan K. E. coli sensitif terhadap obat-obat antimikroba
yang digunakan untuk mikroorganisme gram negatif. E. coli memiliki waktu

generas yang cukup singkat, berkisar 15-20 menit (Pratiwi, 2008).

E. coli umumnya menyerang saluran pencernaan dan meyebabkan gangguan
penyerapan zat makanan (Baumgart et al., 2007). Strain yang tidak berbahaya
(seperti kebanyakan strain E.coli) adalah bagian dari floral normal di usus dan
dapat memberi efek menguntungkan dengan memproduksi vitamin K, dan
mencegah perkembangbiakan dari bakteri patogenik dalam usus (Hudault et al.,
2001). Banyak spesies bakteri gram negatif yang bersifat patogen, yang berarti
berbahaya bagi organismeinang. Sifat patogen ini umumnya berkaitan dengan
komponen tertentu pada dinding sel gram negatif, terutama lapisan lipo

polisakarida, atau yang dikenal juga dengan LPS atau endotoksin (Edwin, 2011).

H. Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder merupakan suatu molekul atau produk metabolit yang
dihasilkan oleh proses metabolisme sekunder mikroorganisme dimana produk
tersebut bukan merupakan kebutuhan pokok mikroorganisme untuk hidup dan
tumbuh. Meskipun demikian, metabolit sekunder juga berfungsi sebagai nutrisi
darurat untuk bertahan hidup. Metabolit sekunder banyak bermanfaat bagi
manusia dan makhluk hidup lain karena banyak diantaranya bersifat sebagai obat,
pigmen, vitamin, ataupun hormon. Metabolit sekunder tidak diproduksi pada saat

pertumbuhan sel secara cepat (fase logaritmik), tetapi biasanya disintetis pada
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akhir siklus pertumbuhan sel, yaitu pada fase stasioner saat populasi sel tetap
karenajumlah sel yang tumbuh sama dengan jumlah sel yang mati. Padafaseini
sel mikroorganisme lebih tahan terhadap keadaan ekstrem, misalnya suhu yang
lebih panas atau dingin, radiasi, bahan-bahan kimia, dan metabolit-metabolit yang
dihasilkan sendiri, seperti antibiotik. Sintesis metabolit sekunder dimulai pada
saat beberapa zat gizi di dalam media pertumbuhan mikroorganisme telah habis.
Keterbatasan zat gizi tersebut menyebabkan terakumulasinyainduser enzim
metabolit sekunder dan terlepasnya gen-gen untuk sintesis metabolit sekunder dari
represi katabolit. Metabolit sekunder dapat menghambat (menginhibisi) aktivitas
atau menekan (merepresi) sintesis enzim yang diperlukan untuk produksi
metabolit sekunder itu sendiri. Biosintesis metabolit sekunder seperti antibiotik
jugadapat dihambat oleh penggunaan nutrisi yang dikonsumsi secara cepat oleh

mikroorganisme (Pratiwi, 2008).

. Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk mengendalikan pertumbuhan
bakteri yang bersifat merugikan. Pengendalian pertumbuhan mikroorganisme
bertujuan untuk mencegah penyebaran penyakit dan infeksi, membasmi
mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan mencegah pembusukan serta
perusakan bahan oleh mikroorganisme. Antimikroba meliputi golongan
antibakteri, antimikotik, dan antiviral (Widiati, 2011). Mekanisme penghambatan
bakteri oleh senyawa antibakteri dapat berupa perusakan dinding sel dengan cara
menghambat pembentukannya atau mengubahnya setel ah terbentuk, perubahan

permeabilitas membran sitoplasma sehingga menyebabkan kel uarnya bahan



20

makanan dari dalam sel, perubahan molekul protein dan asam nukleat,
penghambatan kerja enzim, dan penghambatan sintesis asam nukleat dan protein.
Antibakteri disebut juga antibiotik, yaitu suatu substansi kimia yang dihasilkan
oleh mikroba dan dapat menghambat pertumbuhan mikrobalain. Senyawa
antibakteri dapat bekerja secara bakteriostatik, bakteriosidal, dan bakteriolitik

(Putri, 2010).

Uji aktivitas antimikroba dilakukan dengan berbagai metode, diantaranya metode
difusi cakram. Cara yang mudah untuk menetapkan kerentanan organisme
terhadap antibiotik adalah dengan menginokulasi pelat agar dengan biakan dan
membiarkan antibiotik terdifusi ke mediaagar. Cakram yang telah mengandung
antibiotik diletakkan di permukaan pelat agar yang mengandung orgaisme yang
diuji. Padajarak tertentu pada masing-masing cakram, antibiotik terdifusi sampal
titik antibiotik tersebut tidak lagi meghambat petumbuhan mikroba. Efektivitas
antibiotik ditunjukkan oleh zona hambat. Zona hambatan terlihat sebagai area
jernih atau bersih mengelilingi cakram tempat zat dengan aktivitas antimikroba
terdifusi. Diameter zona dapat diukur dengan penggaris. Ukuran zona hambatan
dapat dipengaruhi oleh kepadatan media biakan, kecepatan difusi antibiotik,
konsentrasi antibiotik pada cakram filter, sensitivitas organisme terhadap
antibiotik, dan interaksi antibiotik terhadap media suatu zat yang mempunyai efek

samping signifikan tidak boleh digunakan.

Antibiotik sebaga obat pembasmi bakteri, khususnya bakteri yang merugikan
manusia, harus memiliki sifat tosisitas selektif setinggi mungkin, artinya obat

harus bersifat sangat toksik untuk bakteri, tetapi relatif tidak toksik untuk hospes
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(Setiabudy, 2007). Antibiotik dapat diklasifikasikan berdasarkan spektrum atau
kisaran kerja, mekanisme aksi, strain penghasil, cara biosintesis maupun
berdasarkan struktur biokimianya. Berdasarkan spektrum atau kisaran kerjanya
antibiotik dapat dibedakan menjadi antibiotik berspektrum sempit dan antibiotik
berspektrum luas. Antibiotik berspektrum sempit hanya mampu menghambat
segolongan jenis bakteri sgja, cotohnya hanya mampu menghambat atau
membunuh bakteri gram positif atau gram negatif sgja. Sedangkan antibiotik
berspektrum luas dapat menghambat atau membunuh bakteri dari golongan gram
positif maupun gram negatif. Berdasarkan mekanisme aksinya, antibiotik
dibedakan menjadi lima, yaitu antibiotik dengan mekanisme penghambat sintesis
dinding sel, perusakan membran plasma, penghambat sintesis protein,
penghambat sintesis asam nukleat, dan penghambat sintesis metabolit esensial

(Pratiwi, 2008).

J. ldentifikas Fisiologis Bakteri

Identifikasi atau karakterisas fisiologis dilakuka untuk mengelompokkan
taksonomi mikroorganisme, termasuk taksonomi bakteri. Pengujian fisiologis

dapat dilakukan dengan uji motilitas dan uji pewarna gram

1. Uji Matilitas
Motilitas adalah salah satu dari ciri mikroorganisme yang memiliki alat gerak
sederhana berupa flagella atau cilia. Sebagai petunjuk adanya aktivitas
motilitas, dapat diamati pada daerah bekas tusukan medium yang telah

diinokul asikan oleh biakan dan diinkubasikan.
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2. Uji PewarnaGram
Menurut Karmana (2008), pewarnaan gram merupakan metode yang
digunakan untuk membedakan spesies bakteri menjadi dua kelompok besar,
yaitu gram positif dan gram negatif, berdasarkan sifat kimia dan fisik dinding
sel-nya. Padauji pewarnaan gram, suatu pewarna penimbal (counterstrain)
ditambahkan setelah metil ungu, yang membuat semua bakteri gram negatif
menjadi berwarna merah atau merah muda. Pengujian ini berguna untuk
mengklasifikasikan kedua tipe bakteri ini berdasarkan perbedaan struktur
dinding sel-nya. Bakteri gram negatif adalah bakteri yang tidak
mempertahankan zat warna metil ungu pada metode pewarnaan gram. Warna
merah muda akan terlihat di bawah mikroskop. Sedangkan bakteri gram
positif akan mempertahankan zat warna metil ungu setelah dicuci dengan
alkohol, dan akan tampak biru dibawah mikroskop. Perbedaan klasifikasi
antara kedua jenis bakteri ini terutama didasarkan pada perbedaan struktur

dinding sel bakteri.



1. METODOLOGI PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2017- April 2018 di Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas, kasa, kapas, rak
tabung, jarum ose, mikropipet, pemanas bunsen, kompor gas, kaca preparat,
mikroskop cahaya, magnetic stirrer, neraca digital, vortex, sentrifuga, tabung
sentrifuga, waterbath, oven, autoclave, laminar air flow, shaker incubator, serta

incubator, kertas cakram, dan spektrofotometri UV-Vis.

Sedangkan bahan-bahan yang digunakan adal ah akuades, NaCl, yeast extract,
agar, kasein, skim milk, dextrose, buffer fosfat pH 7, TCA, NaOH, CuS0O,.5H,0,
NaK-tartarat, reagen Folin Ciocelteau, larutan kristal violet, larutan iodin,
alkohoal, larutan safranin, (NH4).SO,, dan terasi tradisional sebanyak 3 sampel
yang diambil dari 3 daerah di Lampung, yaitu daerah Labuhan Maringgai,

Lempasing, dan Menggala.
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C. Prosedur Pendlitian

1. Tahap Persiapan

a. Persigpan Alat
Alat-alat gelas dan rak tabung yang digunakan dicuci, dikeringkan, dan
dibungkus menggunakan kertas lalu disterilisasi menggunakan autoclave
dengan suhu 121 °C dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Kemudian, untuk
mengeringkan alat-alat gelas dilakukan sterilisasi menggunakan oven dengan
suhu 180 °C selama 15 menit. Sterilisasi bertujuan untuk menghilangkan

mikroba yang tidak diinginkan dari alat-alat yang akan digunakan.

b. Pembuatan Medium Isolasi Padat (Setyorini et al., 2006)
Isolasi mikroba dilakukan dengan menggunakan medium padat SMA (Skim
Milk Agar). Medium ini disiapkan dengan cara melarutkan 0,5 g kasein
dalam 15 ml larutan buffer fosfat pH 7; menimbang 0,25 g yeast extrac; 0,1 g
dextrose; 1,5 g agar; 15 ml skim milk kemudian dimasukan kedalam
erlenmeyer dan ditambahkan akuades hingga 100 mL, lalu dihomogenkan.
Medium yang telah homogen selanjutnya disterilisasi menggunakan
autoclave dengan suhu 121 °C bertekanan 1 atm selama 15 menit, dan
medium steril dituangkan kedalam cawan petri. Penuangan medium
dilakukan di dalam Laminar Air Flow, untuk menghindari kontaminasi.
Tabung reaksi yang berisi medium steril selanjutnya dimiringkan dan

dibiarkan memadat pada suhu kamar.
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Pembuatan Medium Kultur Cair

Mediakultur cair yang digunakan sama dengan komposisi media SMA, tetapi
tanpa penambahan agar (Setyorini et al., 2006). Mediafermentas dibuat
dengan komposisi yang samatetapi digunakan volume yang lebih banyak
sertawaktu inkubasi yang lebih lama, menyesuaikan kurva pertumbuhan.
Untuk mediacair diinkubasi pada shaker incubator dengan kecepatan 150
rpm pada suhu 37 °C selama 24 jam.

Pembuatan Pereaksi Kunitz untuk Pengukuran Aktivitas Protease (Kunitz,
1950 dalam Suwarso dkk, 2016)

Larutan kasein dibuat dengan melarutkan 1 g kasein dalam 100 mL buffer
fosfat pH 7 pada penangas air mendidih. Larutan TCA dibuat dengan
melarutkan 5 g TCA dalam 100 mL air suling.

Pembuatan Pereaksi Lowry untuk Pengukuran Kadar Protein (Lowry et al.,
1951 dalam Putri dkk, 2013)

Pengukuran kadar protein dengan metode lowry menggunakan 4 macam
pereaksi, yaitu pereaksi A, pereaks B, pereaks C, dan pereaki D. Pereaksi A
dapat dibuat dengan cara melarutkan 2 g Na,CO3 dengan 100 mL NaOH
0,IN. Pereaks B dapat dibuat dengan cara menambahkan 5 mL CuS0O,.5H,0
1% (w/v) kedalam 5 mL larutan Na-K -tartarat 1% (w/v). Pereaks C dapat
dibuat dengan cara menambahkan 2 mL pereaksi B dangan 100 mL pereaksi
A. Pereaks D dapat dibuat dengan cara mengencerkan reagen Folin-

Ciocelteau dengan akuades 1:1.
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f.  Peremgaan Escherichia coli
Peremajaan E. coli bertujuan untuk memperoleh biakan bakteri uji yang
masih aktif dalam pertumbuhan dan metabolismenya. Bakteri E. coli dari
persediaan induk (stok) diambil 1 ose, kemudian ditransfer ke dalam tabung
reaks yang berisi medium NA dengan metode gores zig-zag, dan diinkubasi

selama 24 jam pada suhu 37 °C.

0. Preparas Kertas Cakram
Preparasi kertas cakram dilakukan dengan cara menotolkan masing-masing
kertas cakram yang telah dipotong dengan diameter 0,6 cm dengan 10 pL
sampel berupa larutan enzim, kontrol positif kloramfenikol, dan kontrol

negatif berupa medium Kkultur cair.

2. |solas Bakteri Penghasil Enzim Protease

Isolasi dilakukan menggunakan medium padat SMA dengan pengenceran
bertingkat. Sampel yang digunakan adalah terasi udang dari berbagai daerah di
Lampung. Dilakukanisolasi di dalam Laminar Air Flow untuk menghindari
kontaminasi mikrobalain. Isolasi dengan metode pengenceran bertingkat
dilakukan dengan cara ditimbang 1 g sampel, kemudian disuspensikan kedalam
10 mL larutan salin (0,085g NaCl dalam 10 ml akuades). Suspensi tersebut
selanjutnya diencerkan sebanyak 10 kali pengenceran. Dari masing-masing
pengenceran kemudian diambil sebanyak 100 pL dan ditanam dengan Spread
Plate Method pada media SMA, lalu diinkubasi selama 24 jam. Isolat mikroba
yang mampu mendegradasi protein ditandai dengan terbentuknya zona bening

pada sekitar tumbuhnya koloni.
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3. Skrining Bakteri Penghasil Enzim Protease

Dilakukan pemilihan koloni tunggal menggunakan metode Streak Plate. Hasl
Streak Plate selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Untuk
memperoleh koloni tunggal, dilakukan pengulangan tahap hingga 3-4 kali.
Koloni tunggal yang diperoleh selanjutnya dipindahkan ke media SMA miring.
Penyimpanan bakteri sebagai kultur stok murni dilakukan dengan menginokulasi
1 ose koloni pada media SMA miring, menggunakan metode zig-zag. Kemudian

bakteri diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37 °C .

4. Produksi Enzim

Produks enzim dilakukan menggunakan media SMA cair. Mula-mula,
diinokulasi bakteri kedalam medium Skim Milk sebagai medium starter, lalu
diinkubasi menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm pada suhu
37 °C selama 24 jam. Kemudian, sebanyak 2% (2 mL dalam 100 mL) starter
ditransfer kedalam medium kultur dengan komposisi yang sama dan volume dua
kali lebih banyak dari media starter. Lalu diinkubasi kembali menggunakan
shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 37 °C selama 48 jam.
Hasil produksi enzim digunakan untuk penentuan kurva pertumbuhan, uji

aktivitas protease, dan uji kadar potein serta uji antibakteri.

5. Uji Aktivitas Protease

Aktivitas protease ditentukan dengan metode Kunitz (Kunitz, 1950 dalam
Suwarso dkk, 2016). Dimasukkan 1 mL larutan enzim ke dalam tabung reaksi

berisi 1 mL larutan kasein. Selanjutnya campuran diinkubasi pada suhu 60 °C
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selama 30 menit. Setelah 30 menit inkubasi dihentikan dan ditambah 3 mL
larutan TCA dalam tabung tersebut, lalu dihomogenkan dan didiamkan selama 30
menit pada suhu kamar, agar pengendapan berjalan sempurna. Endapan yang
terbentuk dipisahkan dengan sentrifugasi dan penyaringan. Setelah itu, diukur
absorbansi filtrat menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 280 nm. Kontrol dibuat dengan menambahkan 3 mL TCA dalam
tabung reaks berisi 1 mL enzim, lalu diinkubasi. Penambahan 1 mL kasein
dilakukan setelah larutan diinkubasi selama 30 menit. Aktivitas enzim dihitung
berdasarkan jumlah asam amino (peptida sederhana) yang terbentuk dengan

menggunakan kurva standar tirosin.

6. Penentuan Kurva Pertumbuhan

Pertumbuhan mikroorganisme meliputi fase lag, fase eksponensial, fase stasioner
dan fase kematian. Untuk mengetahui fase pertumbuhan tersebut, dilakukan
pengukuran OD (optical density) pada selang waktu 12, 24, 36, 48, 60, dan 72
jam. Sebanyak 0,3 mL enzim yang diencerkan dalam 2,7 mL akuades diukur OD

pada panjang gelombang 600 nm (Ariyanti, 2015).

7. Uji Kadar Protein

Kadar protein enzim ditentukan dengan metode Lowry (Lowry et al.,1951 dalam
Putri dkk, 2013). 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
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kamar. Kontrol dibuat dengan mengganti 0,1 mL enzim dengan 0,1 mL akuades,
selanjutnya perlakuan sama seperti sampel. Setel ah didiamkan selama 30 menit,
sampel dan kontrol di sentrifuga selama 15 menit, lalu dipisahkan supernatant dari
endapannya untuk kemudian di ukur 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. ldentifikas Bakteri

Dilakukan beberapa uji morfologi bakteri, yaitu uji pewarnaan gram dan uji
motilitas serta uji antibakteri. Isolat diidentifikas secarataksonomi menggunakan

metode Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology.

a Pewarnaan Gram
Pewarnaan gram dilakukan dengan meletakkan 1 ose bakteri pada kaca
preparat yang telah dibersihkan dengan akuades, lalu diratakan sampai
terbentuk lapisan tipis kemudian dikeringkan. Setelah kering, difiksasi
lapisan dengan melewatkan kaca preparat di atas nyala api spritus, lalu
ditambahkan 2-3 tetes larutan kristal violet dan didiamkan selama 20 detik.
Selanjutnya dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan selama
beberapa detik, lalu diteteskan larutan iodin dan didiamkan kembali selama 1
menit, lalu dicuci dengan alkohol serta dikeringkan pada suhu ruang selama
10-20 detik. Setelah kering dilakukan penambahan larutan safranin,
didiamkan selama 1 menit lalu dibilas dengan air mengalir dan dikeringkan.

Selanjutnya, dilakukan pengamatan menggunakan mikroskop. ldentifikasi
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dilakukan dalam keadaan aseptis. Bakteri gram positif menunjukkan warna
violet, sedangkan bakteri gram negatif berwarna merah. Dari hasil
pewarnaan gram dapat diketahui bentuk serta struktur dinding sel bakteri

metabolit sekunder yang diperoleh.

Uji Matilitas

Uji motilitas dilakukan dengan menusuk 1 ose bakteri kedalam agar secara
tegak, lalu diinkubasi selama 24 jam. Uji positif bila disekitar daerah tusukan
terbentuk serat-serat halus. Dari hasil uji dapat diketahui apakah bakteri

bergerak atau tidak.

Uji Antibakteri

Uji antibakteri dilakukan dengan metode cakram. Sebanyak 1 ose bakteri

E. coli dalam 1 mL akuades steril dimasukkan ke dalam cawan petri beris
media NA yang masih dalam keadaan cair (suhu 60 °C). Cawan petri
kemudian digoyangkan membentuk angka 8 beberapa kali hingga media dan
bakteri tercampur. Pembentukan media dilakukan di dekat api bunsen dalam
Laminar Air Flow. Setelah agar memadat, setiap cawan petri dibuat diagram
4 bagian. Kertas cakram kontrol positif, kontrol negatif dan cakram yang
telah dipreparasi dengan supernatan diletakkan pada masing-masing bagian
dan kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam (Nufailah et al .,
2008). Areajernih disekeliling cakram menunjukkan tidak adanya
pertumbuhan bakteri patogen, yang kemudian diukur diameter zona
hambatnya. Berdasarkan terbentuknya zona bening di sekitar kertas cakram

dapat diketahui aktivitas antibakterinya.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesmpulan

Berdasarkan hasil yang didapat dari penelitian ini maka dapat diambil kesimpulan

bahwa :

1. Dari serangkaian proses skrining diperoleh empat isolat penghasil protease
dengan indeks proteolitik serta aktivitas enzim tertinggi, yaitu isolat L-1-5; L-2-
3; LM-3-2; dan LM-8-1.

2. ldentifikasi isolat terpilih menunjukkan bahwa ke 4 isolat terpilih bersifat motil,
dan merupakan bakteri gram positif dengan bentuk basil padaisolat L-1-5, L-2-3,
dan LM-8-1, serta bentuk streptobasil padaisolat LM-3-2.

3. Padawaktu kultur 48 jam Isolat LM-3-2 mampu menghambat pertumbuhan E.
coli. Sedangkan ke 3 isolat lainnyayaitu, isolat L-1-5, L-2-3, dan LM-8-1 tidak
dapat menghambat pertumbuhan E. coli baik pada kultur dengan waktu inkubasi

24 jam maupun 48 jam.
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B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka untuk penelitian selanjutnya

disarankan sebagai berikut :

1. Perlunyadilakukan uji aktivitas protein serta uji pertumbuhan sel pada waktu
inkubasi empat sampai lima hari dengan interval waktu 8 jam, untuk mengetahui
keempat fase pertumbuhan isolat yang diperoleh.

2. Perlunyadilakukan uji antibakteri padawaktu inkubasi dimana pertumbuhan sel
optimum, dimana hal tersebut dapat dilihat dari perubahan warna kultur menjadi
berwarna hijau. Uji antibakteri juga perlu diuji dengan berbagai variasi
konsentrasi, untuk mengetahui konsentrasi zona hambat minimum isolate yang
diperoleh.

3. Perlunyadilakukan karakterisasi pH serta temperatur optimum produksi enzim

isolat yang diperoleh.
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