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ISOLASI BAKTERIDAN KARAKTERISASI PROTEASE DARI SALURAN
PENCERNAAN IKAN RAWA INDRALAYA, SUMATERA SELATAN

Ara Bashaki “, Rinlo™ dan Eka Relis

ABSTRAK

Tujuan dari penalilian ini adatah untvk mengisalasi bakteri penghasil prafeass dan
keraisarisasi pratease dan saluwsn pencernaan ian raws. Dari 34 keloni baktan yang didapaikan,
liga izctal mamiikl indess prabeclilik lekah dan 1 (31, G35 dan 83, Waekiu produksi calimum dari
figa isolat tersebut adalah 48 jam dengan pH calimemn pratesss G4, S dan W3 sdalah 8 dan
guhu opimem prodease 43 5 Pengansh on logam (Fe, K, Mo dan  2n) menurjukkan samaa lon
logmm menghambat axliviles profaase semea isolat hadderi keosusi Fo® 15 mk) untuk pratease
G1, Fa® (1 dan & mb) dan Z0™ (S mb unduk prabease 33 dan Fet™ (5 mid) unluk profeass W3
Fanambahan inhibitar spesific (EOTA) menunjukkan EOTA menghambal semua protasea falal
bakleri cari salwan pencemaan ikan. Hasil analsls inl manunjukkan somua professa tarmasuk
malsioprodease baral melekul protease mangounakan SDS-PAGE dan Zimogram merurgkkan
prabeass G1 memilini berat malakul sebitar 133 kD, protease G3 memilki berad meledul sskitar
127 kD dan profassa M3 memilki berad mplekul sekitar 116 kD,

Kada kuns = Protease, isolasi, bakterd, rawa.

PEMDAHUILUAN

Enzim merupakan molekul polimer yang beragam yang dihasilkan oleh sel hidup, Karagaman ini
bukan hanya di dalam Benduk dan ukurannya, letapd juga dalam peranannyas. 06 dalam =21 surnber, enzim
teribal dalarn seffap reaksd blokimia, mulai dar konvekal enargi, rmetsbolisme mekanan, mekanizme pertafianan
sel, komunikasi antar sel, sampai ke konversi sifal keturunan (Suhartonn, 1909)

Frotease atau anzim katalitk adalah anzim yang mermiliki daya katalitik terhadap ikatan paptida dari
sualu maolekul pofigeptida atau protein. Enzim ini dikasilkan olsh samuea makhiuk hidup termasuk mikrosa,
Erzim hidrokbk ini digunakan oleh bakter unuk mempernoleh sumber karbon dan anergl dengan menghancurkan
polimer inang rmenjadi gula sederhana dan asam aming (Salyers & Whitl, 1934}

Salah satu sumber enzim protease adalah dani mikrota. Penelilian mikroba sebagai sumbear alami
penghesil enzim ini sudah banyak dlakukan akan telapi penelitian mikecba dengan habitad teranby seperli
dar rawa masih sedixil Schingga penelian enzim prolease dari mikraba raws penting unluk dilakukan
=elagai sltermatil baru sebagal surmber penghasil anzin rengingal dagrah Sumabera Selstan lermasuk dasrah
Indralaya memiliki daerah rawa vang sangatl luas yang tentunya terdapat mikroba yang memiliki
kaanekaragaman yang linggi sebegai penghasil protesas.

EAHAM DAN METODE

Eahamn

Bahan utama adalah tiga isolat bakberi vang mamiliki indeks profecliis vang tinggi berdasarkan hasil
pemilihan darn saluran pancerm:aan an rawa. Bahan kimia penting yang digunakan adalah kasein bamemestin
(Merck), standar L-tirosin (Merck), pereaksi elektroforesis S0E-BAGE dan Zémogram.

Metade

Izolasi mikroba rawa

Isolasi mikroba dilakukan dengan mengambil sampel pencernaan kan rawa socara aseplik. Sarmps
sebanyak 0.1 mb ditumbuhkan dalam cawan petri dangan media kiva broth sgar (LEA) yang sebelumnya
dilakukan pangenceran dari 107 sampai 10 wiuk mendapatkan bigkan Bakileri murni, selanjutaya diinkubasi
pida suhy 3720,
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Lji proteclitik

Liji probeoiik ddakukan dengan menggunakan media skim rmitk agar (ShAA) yailu media LEA yang ditambah
dheemgan susu skim 25, Isolat ditvsukkan dalam media Sk, laku diinkubasi sslama 24 jam pada suhu 37 °0,
Skbivitas prodecttik dan bakier ravea yang ditmmbuhkan pada media SMMA ditunjukan dengan ledibalme areal
baméng yars muncsdl ¢ sekitar kolonl yang terbentuk. Indeks proteclitk dihifung dengan cara mengukar
diameder aneal Benimg dan deamater kolonl bakten, Perhitungan indeks proteaclitk adalah parbandingan diamater
araal bening dengan diameler kobonl bakien.

Penenluan waktu optimum preduks] protease

Bakier diinokulasi sebanyak 1-2 ase pada madia furia broth (LB) dengan komposis ripton 15, MaCl 1%
dan yeasf exlract 0,5%. Proses diawali dengan penentean wmur prekullur produkst protease (dalam media
LE}. Produksi prodease dilakukan pada suho 372C. Pengamatan delakukan dengan mengubur opiice! denziny
[OD) sampai nilai QD= 0,8 pada 8 = 620 nm. Media LB yang swdah mampunyai 00 = 0.8 diambil 105 dari
jumi_zh media kemudian ditambahkan pada media LB yang baru sebagai media unbuk memproduks] protesse,
FPengambilan sampeal dilskukan sstiap B jam selama & jam dan divkur nilai O0, aktivilas protease dan Radar
pratein. Ekstraksi enzim protease dilakukan dengan cara sentrifugasi media periumbuhan bakben dengan
kecapatan 3000 rpm selama 15 menit pada suhw 45, Dengan teknik ini, eal akan mengendap oleh adanyga
gaya gravitas! ssdangkan enzim tetap terdapat pada supernatan. Supsrnatan sebagal sampssl diuji akbvitas
prabease dan kadar protelnmya.

Pengukuran aktivitas protease

Aktivitas protease diovkur dengan metede Bergmeyer ef &l (1983 dengan menggunakan subsiral kasein
Hamwmeratain 2% (biv). Prosedur pengujian aktvitas proteass adalah: mereaksikan 0.2 mbL enzim dengan 1
mlL substrat kasesin Aemrrerstein dan 1 mbL bufer. Campuran reaksi diinkubasi pada suho 37 25 selama 10
memnd, kemudizn ditarmbahbkan 0,2 M TCA. Selanjutnya larutan denkubesi kembali pads subu 37 50 selama 10
menit, dilanjutkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Dari campuran basil
sentrifisgasi diambd supernatan dan ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi Ma G0, 0.4 M kemudian
ditambahlkan pereaksl folin Clocalleaw (1:22) dan diinkubasl paeda suhu 37 °C selama 20 menit. Hasil inkubasi
diukur dengan spekirofotometer pada & =578 nm, Satu unit akiivitas protease didefinisikan sabagai jumbLah
enzim yang dapat menghasilkan satu imol produe® tiresin pes menit pada kondsl optimem pengukuran.

Pengukuran kadar protein

Kadar protein ditentukan dengan metode Bradford {1976) menggunakan Bovineg Sevw Al (B54])
Fraction W sebagai standar protein. Sebanyak 100 mg BSA ditimbang dan ditambahkan 25 mL aguades.
Larutan kemudian dikocok pelan-pelan, setelah larut, dlencerkan sampal 50 mL. Konsantrasi akhic larotan
stok untuk standar inl adalah 2 mgiml, Hemudian sederstan larutan standar dibuat dengan menggunakan
larutan stoi di &tas. Langksah selanjutnya adatah memipet masing-magng lamdan samps| dalam tiap tabung
sebanyak 01 mb dan sebanygak 5 L pereaksi Bradiosd ditambahkan ke dalam masing-masing tabung
resaksi. Blanko dibuat dengan cara mencamparkan 0,1 mbL dan dirsaksi®an dengan 5 mb pereaksi Bradfond.
Hedelah sekitar & menit, masing-masing campuran reaksi divkur absorbanaanys pada & = 595 nm.

Karakterisasi protease

Lijs karakiersasi profease yang meliputi pengarh pH (6,5; 7. 7.5 & 5,5 9) dilakukan menggunakan bufer
Trig-HCI, penganh suh (30040; 50; 60; 70 *C), ion logam (NaCE KCIE MncL; SnCl, dan FeCl ) dan inhibitor
spesifik (ELTAL Konsentras ion logam dan inhibilor spesifik yang digunakan masing-masing adalah 1 dan
8 mhi.

Fenentuan berat molekul

Penerfuan baral malekul dilakukan menggunakan SDS PAGE (Lacmmli, 1970) dan zimagram (Chol ef
al, 2001, Pada metode 505 PAGE, pewarnaan dilakukan dengan silver séainivig yaitu © gel direndam dalam
lardan fkasasi (25% mefanol dan 12% asam asetat) sslama 1 jam kemudian direndam dalam 505 edandal
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selama 20 menil, kemudian digant dengan 30% elanol selama 2 x 20 menit, larutannya diganti dengan
anhameer kemudian dicuci dengan akueadestilata, satelah dicuci ditambahkan larutan silver nitrat selama 30
mani kemudian dicwel lagi dengan skeadestilata 2 x 20 detik dan ditambahkan landan campuran Na G0,
dan formakdehida dan terakhir dengan larutan fiksasi, Prosedur zimogram adalah: gel akrlamid &%
dikopoiimerisas dengan subsiral kasein 2%, selanjulnya gel dilakukan elekiroforesis, gel direndam dengan
Tritan ®%-100 2,5% selama 1 jam dan dilakukan inkubasi dalam buffer Tris-C1 10 mb, pH & s=lama 24 jarm,
Setalah dlinkubasi gel diwarmai dengan pewarna comassie bnitant Dive R-250,

HASIL DAMN BAHASAN

isolasi dan Uji Proteolitik Bakteri Penghasil Protease

Pada proses isclasi diperoleh 34 molat, yang kemudian diuji indeks pralealitiknga, Akbvitas profaclit
dari isclat bakler pencemaan lkan rawa yang ditumbuhkan pada media SMA terlihat dari adanya area bening
di sekitar koloni yang terbeniuk, Indexs profeolitik Baklen dan saleran pencamaan ikan rawa yang mempunyal
nilai = 1 dipilih uniuk dianalisis aklivilas proteasenya (Tabel 1)

Tabal 1. Hasil ufi proteclitik izolat bakter dar pencemsan kKan rawa.
T Al ok proenik

G 1,4
Ga 1.3
M3 1,5

Penentuan Waktu Optimum Produksi Frotease

Hasil waktu oplirmum produksi protease dani sclal bakied pencarnaan ikan rawa ind dapat dilihat pada
Garnbar 1.
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Gambar 1. Wakiu produksl optimum protease darn isolal baklen pencernaan ikan rawa.
(&= izolat G1, B=G3 dan C=M3) i

~ Proteasa isolat (31 (SGambar 14) memiliki aktivitz= tertinggi (0305 1L/mL) setelah dimkubasi selama 45
Jam dalarm media LB, Prodeass diproduksi seiring dengan pertumbuhan sel dan mencapsai aktivitas tertinggi
I'J:r_“jﬂ |€lEF-j maenjelang penurunan. Proftease isolate G3 memilki aktivilas tertinggs (0,331 IWmL) setelah
diinkubasi selama 48 jam, prolease diproduksi pada fase penurunan {Gambar 18). Untuk protease isolat N3
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(Sambar 10} memilikl wakiu produksi optimam selama 48 jam (0,329 IWmL), Penelitian lzin pada produksi
profease bakler didapatkan baktan dengan waktu produksi prolease optimum yang sama dengan proteass
semia isalatdar pencernasn kan rawa adalah Baciiius sutdilis PE-11 {Adnarayana, et &, 2003} dan Becifivs
fehermiformis Lobd-11 (Olajuyigbe & Ajels, 2008,

Karaktericasi Eksirak Kasar Protease

Fengaruh pH

Prodil aklivitas pH dari suatu enzim manggambarkan pH pada saal gugus permberi alaw penerima praton
yang penting pada sisi katalitk ereim berada dalarm tingkat ionisas yang dimgmian, ambar 2 memperihatian
pH optimum akbivitas prateass isolat bakberi tanah rava,
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Gambar 2. Pangaruh pH pada akiivitas protease dari isclal saluran pencemasan ikan rawa,

Prateass dari isolai G1,G3 dan M3 maemiliki pH opdimum B, Prabeass baklen Peeudomonas asnuginasa
mamiliki pH yang sarma dengan isclal semua isolat dari pencemnaan ikan rawa yaitu & (Bashaki et 2/, 2008}
Diperkirakan perubahan keaklitan enzim diskibatkan oleh ionksasi pada gugus ionik enzim, pada sisi aktifnya
alau sisi lain yang secara tdak langsung mempengaruhi sisl aktif, Gugus jonik barpsran dalam manjsga
konforrnazi s akbf dalam menglkat substrat dan dalam mengubah substrat manjadi produk. lonisasi jega
dapat dialamd oleh substrat atau kompleks enzim-subsiral. yang juga berpengaruh terbadag aklivilas engim
(Muchtzdi af s/, 195946),

Pengaruh Subhu

Pada umumnya s=tiap enzim mamiliki aktivitas maksimum pada suhu terdentu, aktvilas enzim akan
samakin maningkat dengan bartarmbahnya suhu sampai suhw optimuom tercapai. Sebelab o kenaikan legesh
lanput akan menyebabkan aktivilas encim manurun. Pengansh subu ledhadap aklivilas probease dan isalat
bakberi tanah rawa dapad dilihat pada Garmbar 3
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Gambar 2. Pengaruh subu paeda akbivitas probesse dari isolat saluran pencemaan ikan rawa.



prosiding grminar nasional inovasi tekaolegi pengolahan produok dan bioteknologi kelautan dan perikanan-11l

Hasil pengukuran skiivitas anzim pada berbagai suhu, menunjuikan suhu optimum protease isclat &1,
(33 dan M3 adalah 40 °C. Suhu mempengaruhi laju reaksi katallsis enzim dengan dua cara. Pertama, kenaikan
euthu akan meningkatkan energi molekul subsirat dan pada akhimya meningkatian lzju reaksi enzim.
Peningkatan suhu juga berpengaruh terhadap perubahan kenformasi substrat sehingga sisi aktif substrat

Slami hambatan untuk memasuki sisi aktif enzim dan menyebabkan urunnya akinilas anzim., Kedua,
pl.Emnilﬂggkﬂ‘1an energi termal molekul yang membentuk struktur protein enzim iu sendiri akan manyebhabkan
rusaknya interaks-Interaksi non kovalen (ikatan hidrogen, ikatan van derwalls, iha!z_mhiumfmlk dan interaksi
elekirostatik) yang menjaga slrukiur 3D enzim secara bersama-sama sehingga enzim mengalami denaturasi.
Denaturasi menysbabkan struktur lipatan enzim membuka pada bagian permukaannya sehingga sisi aklif
anzim berubah dan mengakibalkan terjadi penurunan aktvitas enzim {Hames & Hooper, 2000).

Pengaruh lon logam dan inhibiter spesifik

Beberapa enzim membutuhkan ion logam sebagai kofaktor untuk mendukung efisiens: katalitik enzim,
Logam tersebul membantu reaksi kaialiik dengan cara mengikat subsirat pada sisi pemotongan.  Salain
berperan dalam penglkatan enzirm dengan substrat, beberapa logam juga dapal meangikat enzim secara
langsung wntuk manstabikan konformasi aktifnya atau mengnduks: formasi situs pengikatan ataw sites aklif
suztu enzim. Gambar 4 memperlibatkan pengaruh ion logam terhadap aklivitas protease lsolat bakteri
pEncRMan fEWa.
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Garmbar 4, Pengarub ion logam pada protease dari isolat pencernaan ikan rawa.
A= molat G1, B=3GE3 dan C=M3)

Pada protease molal (31 semua fon logam berfungsi sebagal inhibitor kecuali ion logam Zn (5 mid).
Frolease izolal G3, semua ion kagarn lzinmya sebagal inhibitor kecuali Fe {1 dan 5 m) dan £n {5 mbd). Untuk
F'I'DI:E*FJE-& isolat M3 hanya bon logam Fe (5 mi) yang bukan inhibitor sedangkan ion logam lainnya sebagan
inhibilor. Karena dipengaruhi ion logam maka protease digolongkan metsloprolease. Adanya penghambatan
N logam terhadap akiivitas protease pada konsenirasi terlenlu berkaitan dengan kekuatan ion, dimana
kekuatan ion ilu sendini mempengarubi kenformasi atau strukctur figa dimensi darni protein enzim atau protein
substrat {Suhariono, 1989),

_BErdas-arkan mekanisme reaksi yang dikatalisis, endopeptidase dapat dikelompokkan mernjadi empat
¥ailu: profenss senin, profease aspariat, protease sistain dan pralease bgam, Dakam penealitian ini penggolongan
protease hasil produksi dilakukan dengan cara mereaksikan dengan senyawa-sanyawa inhibilor spesifik.
?d-'anun pengansh inhildler spestik EDTA pada protease isolat bakien pencemaan rawa terdapal pada Tabel



prasiding seminar nasional inguasi teknolegi pengolahan produk dan Basteknologi kelautan dan perikanan-i

Tab=l 2. Pangaruh inhibitor spesifik pada pretease isolat bakier pencernaan fkan rawa.

b

Kaninol 100 100

l=alat &1 0,4 &
Isotal G3 71,8 o
Isolat N3 T34 0

Tabel 2 manunjukkan EDTA (1 dan 5 mh} dapat menghambat proleass dari isolal bakler pencarnaan
ikcam rewa. Hal Ini dimunghinken karena EDTA mengkslat logam-iogam yang berperan penting menjaga stabilitss
serta logam yang berperan sabagai kofaktor enzim proteass. Hal ind jupa diperkuat dengan pembearian ion
logam yang menunjukkan pemberian jon logam dapat mempengaruhi aktivitas protease. Karena protaass
dari bakteri pencernaan ikan rawa ini dipengaruhi oleh ion legam dan dihambal oleh EDTA, prolease ini
digolongkan sebagai metaloprolease, Protease bakteri laln dari perairan yang farmasuk metalloprabease
adalah Aeromaonas hydrophila [Bashaki et al.. 2004) dan Ateromonas sp O-7 (Miyamoto et al., 2002}

Penentuan berat molekul dengan SDS PAGE dan Zimogram

Penentuan berat moleld dilakukan dengan teknik 20S-PAGE ( Sodium dodssd sun‘fat—f‘nﬂaﬁnﬂamr‘d& gl
slektroforesis) dan ZENogram menupakan metode yang sudah digunakan secara luas. Hasil SDS5-PAGE dan
Zimegram protease isolal bakleri pencernaan ikan rawa dapat dilihat pada Gambar 3.

W =i =3 M3

&, B
Gambar 5.Hasil $DS PAGE dan Zimogram protease isokat bakleri pencernaan ikan rawa.
(M=marker, A=5D0%-FPAGE dan B=Firmogram}

Analisis SDS-PAGE pada protease eksirak kasar didapatkan protease isolat G1 memiliki 3 pita dengan
beral malakul 31, 37 dan 133 kD, isolat 53 memiliki 7 pita dengan BM 18-133 kD dam isalat M3 memiiki & pita
dengan BM sekitar 19-127 kD,  Analisis Zimagram pada protease ekstrak kasar didapatkan proteass isolat
&1 memiliki 1 pita dengan barat molekul 133 K0, isolat 53 memiliki 1 pita dengan BA 127 kD dan isolal N3
memillki 1 pita dengan BM sakitar 116 kD, Sebagal perbandingan, bakteri TPS-2 yang diisclasi dari kawah
Tangkupan Perahu memidiki 2 pita dengan berat molekul B0 kD dan 45 kD (Wakwyuntan el al., 2000).

KESIMPULAMN

Protease lsolat G1, G3 dan N3 memiliki wakiu produksi optimum prolease yang sama yailu pada inkubasi
selama 48 jam 92ngan pH dan suhu optimumm yang sama yaitu pH & dan subu 40 °L. Pangaruh kon kogam
terhadap aklivites prolase menunjukikan pada prolesse seal 31 sernua ion logam berfungsi sebagai inhibitos
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kecuali ien logam Zn (3 mM), prolease isolat G3, semua ion logam lainnya sebagai inhibitor kecuali Fe {1
dan 5m) dan Zn (5 m) dan profease Iselal N3 hanya ion logam Fe {5 n_:hﬂ]nyang Bukan inhibitor a.edangkan
ion kagam lainnya sebagal inhibitor. EDTA dapat menghambat proleass isolat bakteri pencernaan ikan rawa.
Analisis SDS-PAGE pada protease ekstrak kasar didapatkan protease izolat G1 memiliki 3 pita dengan
berat modekul 31, 37 dan 132 kD, isolat G3 memiliki 7 pita dangan berat malekul antara 19 - 133 kD dan isalal
N3 memiliki § pita dengan berat mnlekulj'a - 127 kD, Analisis Zimogram pada pm!ease_ehslrak kasar
didapatkan protease isolat G1 memiliki 1 pita dgngan berat molekul 133 kD, isolat G3 memiliki 1 pita dengan
berat molekul 126 kD dan isolat N3 juga memiliki 1 pita dengan berat molekul 116 kD,
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