AKTIVITAS PROTEOLITIK BAKTERI LOKAL YANG DI ISOLASI
DARI TEMPAT PENANGKARAN BUAYA

Jendri Mamangkey*, Dwi Suryanto?
Program Studi Pendidikan Biologi, FKIP-Universitas Kristen Indonesia, DKI Jakarta
2Departemen Biologi, FMIPA-Universitas Sumatera Utara, Medan
*Corresponding author: jendri.mamangkey@uki.ac.id

Abstract

Indonesia has an ecological diversity which can be used as significantly potential habitat for local bacteria. One
of such environments is crocodile breeding where research on proteolytic bacteria is still minimal. Proteolytic
bacteria are a type of bacteria which can produce protease enzymes. This research was performed aiming to
find selected proteolytic bacteria that can produce protease enzymes. Pour plate method using skim milk agar
media was employed to isolate the bacteria. Bacteria isolates were selected based on qualitative and
quantitative tests. Current research results discovered 6 bacteria isolates which had proteolytic ability after the
qualitative test. Among those 6 isolates, 3 (FB2, THB1b, and THB6a) were able to hydrolyze skim milk media
with the fastest incubation time of 18 hours. Meanwhile, based on quantitative test, 1 isolate produced the
highest protease activity, which is FB2 isolate with 958 U/mL having a total of 12.05 cells/mL. Based on this
research report, FB2 isolate collected from crocodile feces (FB) has the potential to be utilized in protease
enzymes application in the environment.
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PENDAHULUAN yang  memiliki  kemampuan  untuk
Biodiversitas bakteri proteolitik yang memproduksi enzim protease. Protease
belum maksimal dieksplorasi memiliki peran yang komprehensif, selain
mengakibatkan  aktualisasi  informasi berperan dalam mekanisme metabolisme
mengenai aplikasi industri enzim protease seluler protease dapat diimplementasikan
melibatkan bakteri-bakteri lokal belum untuk berbagai macam perindustrian
terimplementasikan dengan baik. Salah (Gupta et al., 2002).
satu lingkungan yang belum banyak dikaji Sejak protease dari tumbuhan dan
mengenai bakteri proteolitiknya adalah hewan tidak dapat memenuhi permintaan
tempat penangkaran buaya. Ekologi yang terus meningkat, saat ini lebih
penangkaran buaya berpotensi untuk difokuskan pada protease mikroorganisme
diteliti  diversitas  bakterinya  untuk secara global (Sakinala et al., 2016). Selain
keperluan industri. Upaya yang terus itu, protease  mikroorganisme  yang
dilakukan adalah mengoleksi sebanyak diperlukan kira-kira 40% dari total
mungkin enzim bakteri yang berpotensi produksi enzim di seluruh dunia (Haddar et
menghasilkan  nilai  produk industri al., 2009; Raval et al., 2014). Bakteri
bermanfaat dan memiliki nilai tinggi. adalah sumber enzim protease yang
Bakteri proteolitik merupakan jenis bakteri menjanjikan untuk menghasilkan
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pemasukan miliaran dolar perdagangan
internasional.
(2020)

mikroorganisme

Rujukan Chandra et al.
menyatakan, protease
dikenal  stabilitasnya
terhadap berbagai pH, suhu, dan sifat
substrat. Enzim, produk metabolisme
mikroorganisme, memiliki relevansi tinggi
dalam menunjang ekonomi hijau dengan
alasan spesifik yaitu substrat berlimpah di
efisiensi  katalitik,

alam, peningkatan

efektivitas  biaya, dan  keramahan
lingkungan (Ahuja et al., 2004; Baweja et
al., 2016).

Protease bakteri termasuk kelompok
hidrolase dan enzim multifungsi yang
mengkatalisis reaksi-reaksi hidrolisis dari
ke
konstituen yaitu peptida dan asam amino
(Guleria et al., 2016; Johannes & Zhao,

2006). Protease termasuk salah satu dari

berbagai polimer protein dalam

tiga kelompok enzim yang diaplikasikan

dalam industri, pasar global protease
meningkat secara drastis setiap tahunnya.
Protease menyumbang 20% dari 60%
enzim yang dipasarkan di seluruh dunia
(Kang et al.,, 1995; Rao et al., 2009;
Singhal et al., 2012). Bakteri proteolitik
saat ini terlaporkan adalah bersumber pada
substrat berprotein tinggi seperti limbah
sisa cucian ayam potong dan sisa cucian
ikan (Andika & Sulistyarsi, 2017), limbah
cair pengolahan bandeng presto
(Paskandani et al. 2014), dan tanah tempat

pembuangan akhir (Mamangkey et al.,
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2020).

enzim yang peranannya cukup penting

Protease merupakan kelompok

dalam berbagai fungsi biologi mulai dari
tingkat sel, organ hingga organisme yang
diistilahkan sebagai reaksi metabolik dan
fungsi regulator (Vazquez et al., 2008).
Eksplorasi bakteri proteolitik yang
berasal dari tempat penangkaran buaya
adalah bentuk upaya untuk menemukan

jenis bakteri baru lokal yang belum
diketahui sebelumnya. Ekologi
penangkaran buaya menunjang

berkembangnya bakteri proteolitk, hal ini
dikarenakan ketersediaan substrat protein
berlimpah dari sisa makanan buaya yaitu
daging burung/ayam dan  bulu-bulu
yang

mengandung protein tinggi. Oleh karena

burung/ayam sudah jelas

itu, penelitian ini  bertujuan untuk

menyeleksi dan menguji
lokal

Asam  Kumbang

kemampuan

proteolitik  bakteri dari tempat

penangkaran buaya
Medan Selayang, Medan, Sumatra Utara,
Indonesia sebagai dasar awal penentuan
isolat yang dapat diaplikasikan pada
industri dan

pertanian, peternakan,

lingkungan.

METODE PENELITIAN

Lokasi Pengambilan Sampel

Sampel feses buaya diperoleh dari
tempat  penangkaran  buaya  Asam
Kumbang, Sumatra Utara, Indonesia (E

98 ° 37 '11.24 ", N). Feses yang dikoleksi
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lalu disimpan dalam plastik ziplock steril
(30x40 cm). Sampel dimasukkan ke dalam
ice box untuk pengerjaan selanjutnya di
laboratorium.
Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri sesuai metode Yue et
al. (2017) dengan beberapa modifikasi.
Sampel tanah/feses
dimasukkan dalam 9 mL NaCl (0,9% w/v)
melalui tahapan pengenceran bertingkat
101 10°. 100 pL

tersuspensi dari tiga pengenceran terakhir

buaya 1 gram

sampai sampel
yaitu 107, 108, dan 10 dituangkan merata
pada media Nutrient Agar (OXOID, kode
CMO0003). Komposisi Nutrient Agar kode
CMO0003 adalah pepton 5 gram, sodium
chlorida 5 gram, agar 15 gram, lab-lemco’
powder 1 gram, dan yeast extract 2 gram.
Cawan berisi media dan sampel diinkubasi
pada 35°C+2 selama 24 jam. Koloni
bakteri yang tumbuh dipindahkan ke dalam
media nutrient agar miring (tabung reaksi)
disimpan untuk penelitian lebih lanjut.
Skrining Kemampuan Proteolitik
Bakteri (Pengujian Kualitatif)

Media Skim milk agar (OXOID
LP0O031B)
bakteri

digunakan untuk  menguji

yang diisolasi dari tanah/feses
buaya. Skim milk agar dimasukkan dalam
akuades steril, selanjutnya homogenisasi
dan dipasteurisasi suhu + 70°C sampai
susu skim larut. Koloni bakteri terseleksi
diinokulasikan pada media skim milk agar.

Bakteri terdeteksi menghidrolisis protein
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ketika terbentuk zona bening pada sekitar
objek koloni bakteri. Aktivitas proteolitik
diketahui nilainya dengan menggunakan
rumus:

Aktivitas Proteolitik = Diameter zona
bening — Diameter koloni bakteri (Meliah
et al. 2018).

Pengujian Kuantitatif Aktivitas Protease

Bakteri

Semua isolat bakteri terpilih diuji
secara kuantitatif kemampuan
proteolitiknya. Aktivitas protease diuji dari
500 uL supernatan yang ditambahkan 500
uL substrat kasein 2% dalam 0,05 M
buffer fosfat (pH 7). Inkubasi suspensi
dilakukan pada suhu 37 °C selama 10
menit, setelah itu ditambahkan 1 mL asam
trikhloroasetat (0,4M) dan didiamkan 30
menit pada suhu ambient. Larutan
disentrifugasi
4000

Sebanyak 1 mL crude enzyme atau

menggunakan  kecepatan

rom selama 15 menit (4 °C).

supernatan diambil dan dimasukkan ke

dalam  tabung reaksi  pengenceran,

kemudian diencerkan dengan
menambahkan Tris HCI sampai volume
total 2 mL. Aktivitas protease diketahui
dengan mengukur nilai absorbansi larutan
dengan panjang gelombang 450 nm. Satu
unit  aktivitas protease didefinisikan
sebagai jumlah enzim yang diperlukan
untuk menghasilkan perubahan penyerapan

1 umol tirosin dengan substrat azokasein
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dalam kuvet 1 cm, di bawah kondisi alat

uji (Sarath, et al., 1989).

Pengamatan Pertumbuhan Bakteri
Pertumbuhan  bakteri  proteolitik

dapat diamati melalui nilai Optical Density

(OD).

menyiapkan

Pengukuran OD dengan
10 ml
disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm
(10  menit).

sentrifugasi) dibuang dan pelet yang

cara
sampel, larutan

Supernatan (larutan hasil

diperoleh dilarutkan dengan 10 mL larutan

PBS  selanjutnya  divortex  untuk
homogenisasi. Nilai OD  diamati
menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 600 nm.

Analisis Data

Data dianalisis menggunakan software

OriginLab 2019

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengolahan Sampel

Ada dua jenis sampel yang dikoleksi
untuk mengisolasi bakteri dari tempat
penangkaran buaya, yang pertama habitat
buaya (THB) dan kedua adalah feses buaya
(FB). Masing-masing tipe sampel diambil
dari  beberapa titik dengan tujuan
yang lebih

yang berhasil

menemukan jenis bakteri
variatif. Total bakteri
diisolasi dari tempat penangkaran buaya
adalah 24 isolat (Tabel 1). Dari 24 isolat
bakteri hanya 6 isolat yang terdeteksi
memiliki kemampuan proteolitik yaitu
THB1b, THB6a, FB1b, FB2, FB3b, dan
FB4 (Gambar 1). Kemampuan proteolitik
bakteri diketahui setelah ditumbuhkan

dalam media skim milk agar.

Gambar 1. Zona Bening Bakteri Proteolitik dari Tempat Penangkaran Buaya
Sumber. Dokumen Penulis
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Besarnya aktivitas proteolitik

masing-masing isolat bakteri bervariasi
yang ditunjukkan oleh perbedaan luas zona
1).

Terbentuknya zona bening menunjukkan

bening yang terbentuk (Gambar

isolat bakteri memanfaatkan skim milk

pada media sebagai substrat

yang
sekitar
(Lakshmi

bahwa

pertumbuhannya mengakibatkan
habis
(2014)

Zona

protein  di koloni

dimanfaatkan. et al.
berpendapat keberadaan
bening (indeks proteolitik) dalam media
dijadikan

mendemonstrasikan kemampuan bakteri

padat dapat rujukan untuk
dalam memproduksi protease, tetapi tidak
dijadikan
kualitas

referensi untuk menentukan

untuk menghasilkan protease

(Ningthoujam & Kshetri, 2010; Zilda et al.,
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2012).Aktivitas proteolitik bakteri sangat
dipengaruhi oleh komposisi media yang
digunakan sebagai sumber nutrisi. Skim
milk agar mengandung banyak nutrisi
seperti kasein,

kalsium, kalium,

magnesium, dan fosfor. Kasein yang
mengandung protein fosfor dapat mengikat
kalsium untuk  membentuk  kalsium
kalsinat, sehingga suspensi berwarna putih
dan lebih mudah diamati zona hidrolisis
bakteri pada media padat (Pakpahan, 2009).
Untuk menguatkan hasil penelitian maka
dilakukan pengamatan waktu hidrolisis
Tabel 1
menunjukkan dari 24 isolat bakteri, ada 3
isolat (FB2, THB1b, THB6a) yang mampu

menghidrolisis media skim milk dengan

pada masing-masing isolat.

waktu inkubasi tercepat, yaitu 18 jam.

Tabel 1. Hasil pengujian kemampuan bakteri menghidrolisis protein

Kode isolat

Kemampuan Hidrolisis Protein

Waktu Yang Diperlukan (Jam)

FBla
FB1b
FB2
FB2b
FB3a
FB3b ++
FB4 +
FB4b -
FB5
FB5b
FB6
FB6b
THB1a
THB1b
THB2
THB2b
THB3
THB3b
THB4
THB4b
THBS
THB5b -
THB6a +++
THB6b -

++
+++

+++

0
21
18

0

0
21
24

ofocoococococoococoofoococoocoo

Keterangan: (-) = 0 mm, (+) =< 10 mm, (++) = > 10 mm, (+++) =>20 mm
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Gambar 2. Luas Zona Bening Isolat Bakteri Proteolitik

Sumber. Dokumen Penulis

Isolat FB2 diperoleh dari feses buaya
pada titik lokasi ke-2, sedangkan isolat
THB1b dan THB6a berhasil dikoleksi dari
tempat habitat buaya diwakili oleh sampel
tanah dan sisa-sisa pakan buaya. Ketiga
bakteri

menggunakan

isolat proteolitik ~ mampu

skim milk untuk
pertumbuhannnya sesuai dengan nutrisi
habitat aslinya, buaya yang diberi pakan
berupa daging ayam/burung mentah
(protein tinggi) akan menghasilkan feses
yang mengandung bakteri proteolitik,
selain itu akumulasi alami bulu unggas
dalam feses dan tanah di lingkungan
penangkaran sangat cocok bagi bakteri
Bakteri

proteolitik dapat menggunakan kandungan

proteolitik  untuk  tumbuh.
protein pakan ataupun sisa pakan buaya

sebagai sumber C dan N-nya.

117

Isolat bakteri proteolitik dari feses
sebelumnya telah diteliti namun dari objek
hewan yang berbeda. Rahmawati (2016)
isolat  bakteri

berhasil menyeleksi 3

proteolitik dari feses hewan luwak
(Paradoxurus hermaphroditus). Ogunnusi
& Olorunfemi (2018) melaporkan 12 isolat
bakteri proteolitik yang diperoleh dari
sampel feses sapi diantaranya Providencia
stuartii, Bacillus cereus, Staphylococcus
sp., Escherichia, Klebsiella oxytoca, dan
Streptococcus sp. Hamdani et al. (2019)
juga berhasil mengisolasi 2 isolat bakteri
setelah

proteolitik dari kotoran babi,

diidentifikasi dengan metode 16s rRNA

menunjukkan  bahwa kedua bakteri
proteolitik  tersebut adalah  Bacillus
pseudomycoides  dan  Staphylococcus

sciuri.
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Gambar 3. Hubungan Jumlah Sel Dengan Aktivitas Protease Isolat Bakteri Proteolitik

Sumber. Dokumen Penulis

Ketika bakteri ditumbuhkan pada
substrat protein seperti gelatin, protein
susu, protein daging, protein semata-mata
bakteri.

tersedia untuk pertumbuhan

Nitrogen, karbon, dan energi tersedia
dalam protein. Untuk mengatur faktor-
faktor pertumbuhan bakteri proses pertama
yang harus dilakukan bakteri proteolitik
adalah hidrolisis enzimatik protein. Bakteri
proteolitik akan mendegradasi protein dan
yang

asam amino

memanfaatkan produk degradasi
lebih

sebagai

sederhana seperti

nutrisi untuk pertumbuhannya.
Tingginya aktivitas proteolitik oleh bakteri
sangat ditentukan oleh jumlah enzim yang
disekresikan substrat setelah melewati
2010). Hasil

bahwa isolat

masa inkubasi (Sharma,

penelitian  menunjukkan

ISSN e-journal 2579-7557
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bakteri proteolitik menghasilkan luas zona
bening berkisar antara 9-23 mm?.
FB2

kemampuan proteolitik yang paling besar

Isolat terdeteksi  memiliki
yaitu 23,8 mm?, sedangkan terendah yaitu
terdapat FB4
(Gambar 2). Isolat FB2 dan FB4 berhasil
dikoleksi dari feses buaya, FB2 pada titik
lokasi 2 dan FB4 pada titik lokasi 4.
FB4

kemungkinan besarnya karena konsentrasi

9,5 mm? pada isolat

Tingginya aktivitas  proteolitik

substrat protein yang lebih tinggi pada

hasil koleksi feses buaya. Penelitian
bakteri  proteolitik  lainnya  berhasil
dilaporkan  oleh  beberapa  peneliti
diantaranya Rizaldi et al. (2018)
melaporkan  bakteri  proteolitik  yang
berasosiasi dengan lamun, isolat EA-2

dengan diameter zona bening 7,5 mm
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adalah aktivitas protease terendah dan
zona bening terbesar diperlihatkan oleh
isolat EA-1 dengan diameter 18 mm.
Fatoni et al. (2008) berhasil mendapatkan
7 isolat bakteri proteolitik yang bersumber
pada limbah cair tahu, Wardani & Nindita
(2012) berhasil mengisolasi 30 bakteri
proteolitik dari whey tahu yang memiliki
aktivitas protease bervariasi.

isolat bakteri dari

yang
aktivitas proteolitik yaitu THB1b, THBGa,
FB1b, FB2, FB3b, dan FB4 (Gambar 2).

Aktivitas protease bakteri menyebabkan

Enam tempat

penangkaran  buaya memiliki

skim dalam media skim milk agar
terhidrolisis dan berubah peptida dan asam
amino. Asam amino termasuk molekul
amfoter (dapat bertindak baik sebagai asam
atau basa, tergantung mediumnya) yang
terdiri dari gugus amina dan asam
karboksilat sebagai kelompok fungsional
(Andrea & Pierandrea, 2012). Asam amino
diumpamakan
yang
mempertahankan pertumbuhan organisme
hidup termasuk bakteri (Jakubke & Sewald,
2008).

Besarnya aktivitas protease bakteri

sebagai blok bangunan

protein, penting dalam

sangat ditentukan jumlah sel bakteri yang
tumbuh dalam media pertumbuhan. Hasil
penelitian  menunjukkan bahwa isolat
bakteri yang memiliki aktivitas protease
tertinggi adalah isolat FB2 sebesar 958
jumlah 12,05

U/mL dengan sel/mL

119

sedangkan isolat FB4 sebesar 285 U/mL
dengan jumlah terendah yaitu 5,80 sel/mL
(Gambar 3). Isolat FB2 memiliki aktivitas
protease tertinggi sangat dipengaruhi oleh
nutrisi yang ada dalam media pertumbuhan,
sumber N media membuat sekresi protease
isolat FB2 maksimal. Protease bakteri

merupakan bentuk enzim Konstitutif.
Enzim Kkonstitutif artinya ketersediaannya
selalu ada di dalam sel bakteri dengan
kuantitas relatif konstan, sedangkan enzim
induktif dilakukan

induksi dalam media pertumbuhan bakteri.

disintesis  apabila
Sintetis enzim induktif dapat meningkat

beriringan dengan ditingkatkannya

konsentrasi  substrat terutama ketika
substratnya menjadi sumber nutrisi tunggal

(Lidya & Djenar, 2000).

SIMPULAN

Enam isolat bakteri lokal yang
memiliki kemampuan proteolitik berhasil
diisolasi, yaitu THB1b, THB6a, FB1b,
FB2, FB3b, dan FB4. Tiga isolat bakteri
FB2, THB1b, THB6a mampu
menghidrolisis media skim milk dengan
FB2

memiliki aktivitas protease paling tinggi

yaitu

waktu inkubasi 18 jam. Isolat
yaitu sebesar 958 U/mL dengan jumlah

12,05 sel/mL.
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