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Isnlesi Dan Froduksi Kolegenase ari Bakteri Sacifus Besl
{Isolation and Production of Collegenase from Sacillus BE=1}
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ABRETRACT
The optimum production time was 25 for facifur BE«] with ool lkgrmase activity af
085 Uiml When collygen was added 1o the Modifised LB media (LB + Caollagen) differem
mspomsess was obfained. In this case, we reduced the muriem oonient {carbon and mitrogen
sources) aof LB, such thai the acieria was enoouraged 1o uiilize more collagen subsirate
added into the medin. Afier 15 hours in LB + collagen media, the activity of collagenas= of
Barifys BE=] was increassd fom 00585 L¥ml 100,094 Liml. The Substrate spesificities in LH
media showed collagemase from Baciffug BE«] was more active iowarnds fitarin oompare with
the other 3 prot=in subsirates {@s=in, collzgen and gehitin). Addition aof collagenin the media
changsd the substrate spesificities af the Caollgenase. Caollagenase fram Bocilluy BE«]
came mare acti ve iawards oal lagen eventhough casein remained the best subsiraie.
Ky Words Colagenase, Saciliug 8F«J, goesifedies

PESNDAL LIAN

Kalgemazs merumalan endapeptidasze vang dapat memecah domain fraple hefical dari
kaolagen. Berdasarkan fungsi fiziologenya, kalagrmaze digolongkan menjadi dua tipe, yaiu
s=rin ko lygenass dan metalloko lbgenaze. Serin bolbgenase terlibal pada produksi harmaon dam
Brmakologi peptida aldif, s=bagai fungsi seller. Fungsi fersebut meliputi pencermaan
prai=in, penggumpalbn darah, fbrinaliEiz, althasi kompleks dan fertiliasi. Enzim tipe ini
juga s=cama hiazs digumalan dabm industri kimia, incheti obai, malanan dan elsperimen
hialogi maleluler. Sadanglan jenik metallokolagemase menmakan snzim yang mengandung
In yang memitututhlan kakium untuk kestahilan, Selain it, metallokolbgenass fermasuk
dalam enzim ekstrazseluler yang terlitat dalam pembentulan kembali matriks elstrazethuler
dengan berat malekul yang hervariaxi dari 30 hingga 150 kDa. Jenis enzim ini telah banyak
dipelyjari dari berbagai jaringan mamalia, dari bakteri, dan bima vl (Park e al 3002,

Kolxgenase mempunyai hanyak manfaat dan diaplikasikan pada indhstri ohat-obhatan
dan rael, mbh saiumya digmalan dalbm hidrolisis profsin. Semm proiein alan
men ghasillan asmesam aming bila dihidrolisi, f=api ads beberama protein yang dissmping
menghasillan asam amino juga menghesilan molelmbmaolelu] protein yang masih berikatan
atan peptida {Bjprmason 2001 ).

5abh satu sumber emrim kobgenass adabh dari milmoba. Pensliian elsimalsi
kolagrraze dari balderi sndah fenyak dipublikasilan. Beberapa akieri yang menghasillam
kolagrrase adalah Baciffus ubidliy F5«2 (Magano & To 1999, Baciflus mubalis T2 (Tran
& Magana 3002, Saeilfur sp. 3] (Dintoma af af. 2001 ), Sacifus mbalic 45] 398 (R 2f
al. 2009, Bacdiygpumnifug Coled (Wues al 2010}, Strepfomypoes sp. 3train 38 (Peirova efal
2004) dan Serepinonees parvubiu g (Sakurad ef al. 2009,

Bakteri wang herpolensi sehagai sumber kobgenase dan menmalan  boledsi
Laharatarium  Mikrohiologi dan Biokimia Pusat Penslitian Sumberdaya Hagati dan
Biotzknolog Institut Peranian Baogaor adalah Sacilfur BE«]. Untuk flu pada penelitian im
diladulan isolsi dan produlsi ko lgenase dari makieri Bacifus BE1.
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BAHAN DAN METODE

Ll Medie Pertumbuhen dan Produksi

Madia periumbuhan yang digumlan ada i yaitn media perama adabh fgwrin
Berfani b (LB} vang komposi: 1% triplons; 0,5% eksirak khamir dan 1% KaCl. Media
ked adabh media LB + kobgen dengan kompomisimya: 0.5% triptans; 125% sl=tak
khamir; 1% MNall dan kolagen 5%.

Prozes produlsi enzim diawali dengan penentuan umur prekultr (dabm media LB}
vang fepai umuk keperlwn produksi enzim. Pengamatn dibkiuian dengan mengulor godcal
dengify (00} sampai nilai Q0= 08 pada 3= 8§20 nm. Media LB yang sudah mempunyai 0D
= 8 diamtil 1% kemudian dismmhlan ppda media LB dan LB + kolgen yang bam
s=aoi media intuk memprodulsi protease. Pengukuran nild O, alktivias kolagenas= dan
ladar protein dilalulan setiap 5 jam selima 40 jam. Kondisi produksi adalah pH 7, subu 37
':'C,l._g'i‘h.:i 1’30 rpm dam lama produksi 40 jam. Umuk memishian s=] dibkulan sentri fogasi
dengan kecemaian 700 x g s=lama 15 menil pads subu 4,

LI Pengukuren Aktivites Kolegenase

Penguluran altivites proteaze diblulan menund meiods Bergmeyer of al. (1983
Prossdur pengujian aktivites kolgemass menggumian sistai bolgen dengan konsenirasi
protein 0.5 mgml. Preedurnya adabh: mereaksilan enzim s=anyak 50 ul dengam 250 pl
sutsirat dan 250 ul hufer. Campuran resksi diinkubesi pade suhu 37 °C selama 10 menit,
kemudian dismtmhlan 0.2 M TCA. Sehnjmtma brutn diinkibasi kembali pada suha 37 °C
s=bma 10 menit, dilanjuikan dengam s=nirifugasi pada kecepatan 2000 x g 10 menit. Dari
mmpuran hasil semrifugasi diambil supermatan dan ditambahlan ke dabm abung real=i yvang
herii Mazli(h L€ M kemudian diambahlan perealsi folin Ciomliean (12 dan diinkubasi
_Tn.-:h.:uhu:'-'-":l: s=bma ! menit. Hazil inkubasi dinkur dengan spektro folomeder pada i=578
mme. Satu unit altivias proiease didefinkilan setagai jumbh enzim yang dapat menghazillan
=ty umal produk tinosin per menit pada kondisi pengukuram.

L3 Analisis Protein Enzcim

Am|kE komenrazsi prolen enzim menggumakan meiods Bradfard (1974). LUlangan
pada amaliiE profin ini dilalukan tiga lali unink menghazillan dats yang valid. Lansdan
Brad fard ditnet dengan cara s=hagai berikut: s=hamak 100 mg moassie bridllans blue CHB)
(=250 dibrmdloan dalvm 50 ml ethanal 95 %%. Setebhh i 100 ml asam fosfat 85 %%
dismmahkan. Terakhir bndan diencetian hingga | liter. larutn disaring dengan kerias
mring. Lamman fersshit diencerian 5 kali dengan aquades ketila alon digumlan. Landan
sandar s=gar dithnet menggumakan protsin B34, Ssbhamak 100 mg BSA ditmbang dan
dismiahkan 25 ml aqmdes. lamdan kemudian dikocok pelmepelan, sei=bh ot
diencerkan sampai 5] ml. Konsentrazi akhir bndan stock untuk standar ini adalah 2 mg'ml
Kemudian saderetan larnian siandar dengan menggumalan brutan siock di atas dengan cara.

Ssi=bh semin pereadxi siap, langkah s=lanjuinya adabh memipst masing-mazing
brutan dalem tian bung s=hamyak 0,] ml dan dimasnklan ke dalam 1a'tmmg reaksi lain vang
bersih. Sehanyak 5 ml perealxi Bradfiord ditamfehkan ke dabm masing-masing 1abung
maksi. Blanka dituat dengan cara mencampuwrkan 0,1 ml dan direaksikan dengan 5 ml
perealmi Bradford.  Seielah s=kilar 5 menii, masing-masing campuan realsi diolor
abmormamsinya pada = 595 nm.
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14 Bpesifites Substrat

Pengujian spesifits sumial adabh uniuk mengstalui daya hidrolisis enzim.
Spesifias sutsiat diblulan dengan mengukur aktivitas enzim pada sustrat vang berbeds.
Kaolagenase direaksilan dengan heberapa jenis substral vadu musin, kalagen dari kulit ikan
mandeng, g=btin komersil (Sigma}, laze=in hammersiein (Sigma) dan ffrin komersil (Sigma).

ILASIL AN PEMBAILASAN

Al Produksi kolagenme

Produksi kalygenase dilhkukan pads media furin berdand bodh (LB} dan media LH +
kolagen. Pengamatan dilakukan zetiap 5 jam zekali s=bhma &0 jam, pada suhu 37 °C dan
becematan 130 rpm.  Enzim yang i=lah dihasilkan oleh alderi dipishlan dari sel balderi
menggumalan sentrifugasi Dengan #eknik ini, 5=l alan mengendap alsh adanya gy
gravitasi ssdangiam enrim i=ap ferdaped pads supermatin. Sentrifugesi dibinlan pada sohu
endeh untuk mencegah terpdinya kerusmlan siruktr enrim, s=lanjuinya dilalukan pengujian
aktivitas kolgenass, sedangkan pertumbuhan bakieri dizmati mehhi opfcal densisy (OO0
pada B= G20 nm. Produl=si prot=ase pads media LB dan LB + kolgen dapat dilihat pada
(ambar 1.
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(Gambar 2. Aktivitas kolagenate Rorilfug BE«] pads meadia [ B dan 1B <+ kaolagen

Fada (lamtar | memperlimilan waldn produksi optimum ik Sacifiue BE=] pada
media LB adabh pada jam kee25 dengan altivitas kobgenase 0088 Uiml Aktivitas
kolagenase Bariflugy BE«] stahil dengan imerval wakiu yvang panjang. Hubungan antara pala
pertuminthan sel balderi dan aktivitaz kobgenage menunjuklan Baciliuc BE=] dicapai pada
=i periumimhan balderi pada faze staxioner. Fazil penslitian vang dibpaorkan memnjuldkan
mhva fas= perumiwhan slsponensial adabh fass dimams ferjadi simesis dan s=loesi awal
proteme, s=cata susBnsial meninglal pada fase akhir periumbuohan dan mengabmid produlsi
pratease maksimum pady fase stasioner (Kumar dan Hiroshi 1999).

Produk=i pada madia LB < kaolagen ({lambar]) didapatian respon yvang herbada. Pada
kasus imi, dibkulan pengurangan landingan nuirki {sumber nitrogen dan karbon) dari LR,
dengan demikian alderia f=rdorong untuk memanfaaiian sutsiai kolkgen yang diambah o=
media. Alkiivias kolagemass Sgciliug BE=] mengalami peninglaian dari 0,086 Liml menjadi
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003 L¥ml lkobgemase Sorifiys BE«] dengan aktivits malsimum memiliki produksi
aptimum pada inkuhazi ke«15.

Halieri yang berbeda alan didapatkan wakin prodol=i enzim yang senma. Akan
telapi, balderi vang serupa alan memperlimilan waliu produlsi optimum enzim yang
berbeds fergamiung dari kondii linglungarmya. Sacifluy subdly CH? memililkd walkiu
produkszi optimal pada inkubasi jam ke=15 (Tran dan Magano 2004, “Wakiu yang lehih
singlat produlsi proeass oplimumnya yaiio inkubasi s=bhma 9 jam mpda proieass Bacillos
S04 (Mascimenio dan Marting A00£). Saniliyy Seheniformis ] bhla]] dan Racilue bl
PE=1] memprodulsi projease sscama aplimal pada wakiu yang lehih mnjang dari pada yang
t=lh dibparian dimana pada inlubasi jam ke=tE (Obyjmyighe dan Ajele 2008; Adinarayana =
al 00},

A.I Bpesifites Substrat

Subsiral yvang digumkan adabh lms=in, bolagen, g=latin dan fbrin. Hasil amlisis
prat=alitik bakieri Bacilfiys BE] pada media LB dan media LB 4+ kolagen dagat dilihat pada
Gamtbar 2.

Meadia L1 Meadia LB + Kaolagen
Frrm Frrm
Glain Chlaim
Sk straier Sk straier

Eodagm Eodagm
Fazsin Fazsin
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Akivibas Kolssenase (U al) Altvites Bolagenase (Lml

Glambar 2. Aktivitas kolagemase Sarifug BE«] pada dua tipe media: pada media furia Rerdani
Brothdan LB + kalagen Subsirat digunalan pads konsentrasi (L0534,

Pada (Gambar 2 memunjukkan akiiviias kolgenaze Sa-ilius BE«] pada sulsirat vang
berbada. Ketila diprodulsi pads media LB, kalagenase Bociflue BE-] lebih aktif pada
subsirat fibrin. Terdapat perbsadsan preferensi susiat dari projesss Sacilfuge BE].
Penamtmhan kolbgen pada media memeehatlan terpdinya perubahan sesifisits substrat dari
proteaz= s=hingga paly hidrolisis berbeds. proease Saciffue BE«] menjadi l=hih aktf
ferhadap kalagen dan gelatin walwpun fitrin masih merupakan susial yangierbaik. Hal mi
dimungkinlan kolagemaze dengan jenis yang berbeds diiniesis aoleh kedua sobi s=bhagai
mzpon perubzhan sumber proiein yang ada atan ferssdia pada media yang dapai mengubah
simesis fraksi proteass dan spesi feiasma.

2l
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{hmbar 3. Rasio hidrolisis kolagen dengan subsiral kin {kasein, gelatin dan farin). protease
Bacfbus BE=] pada cm tipe media: pada media Luria Beriani Hroth dan LB +
kalxgen.

{lamhar 3 memunjukkan rasio hidrolisis kolgen dengam proiein in (kas=in, g=latin
dan fibrin}. Rasio hidrolisis kolagen tethadap lase=in pads proiease Sacifiyy BE«] dengan
media LB <+ kolagen lehih besar 2.7 lali dibandinglan dengan medin LB, razio hidralisis
kolagen ferhadap gelatin dengan media LB + kolgen lebhih besar 64 kali dibandingkan
dengan media LB dam rasio hidrolisis kalagen terhadap fiorin puds media LB <+ kolagen juza
l=aih hesar £,7 kali ditandingkan pda media LB,

KESIMFPULAN

Waktu produksi aptimum untuk Sacifiugy BE«] pada media LB adalah pada jam kee25
dengan akiiviias kalygenass 0,088 Uiml. Produksi pada media LB + kalygen didapaikan
mspan yang bersada. Aktivins kalagenase Sacifus BE«] mengalami peninglkatan dari 0,085
L¥ml menjadi 0% LV¥ml kalagenase Sacliusy BE«] dengan aktivits malsimum memiliki
praduksi aptimum pada inlubasi ke« 5. Lji spesifrias substal memmjuklan ketika diproduksi
pada media LB, kolgenase Bacifiuy BE«] lehih aktif pada suftsirat fitrin.  Penambahan
kalzgen pada media menyeablan terpdinya perudahan spesifEiias sustrat dari kalkgenase
s=hingga pola hidralas berbeda. Kaolbgrnaze Saordiug BE«] menjadi lebih akdif tethadap
kolagen dan gelbtin walaumm firin masih merumkan suhsiat yang terbaik. Rasio hidralisis
kolagen terhadap laz=in pada kobgemte Sorifur BE«] dengan media LB 4+ kolagen l=bih
bemar 27 lali dimandinglan dengan medin LB, razio hidroliss kolagen terhadap g=latin
dengan media LB + kolygen lehih besar §.£ lali disandinglan dengan media LB dan rasio
hidrolsi kolagen ferhadap fbrin pads media LB + kobgen juga lebih besar 4.7 Iabi
ditandinglan pds media LH.
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