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RINGKASAN
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Bakteri merupakan kelompok mikroorganisme yang paing dominan di
lingkungan, salah satunya di lingkungan perairan Panta Bandealit Kabupaten
Jember. Isolat tersebut berpotensi dimanfaatkan dalam bidang kesehatan, salah
satunya dalam kemampuan menghasilkan enzim fibrinolitik. Enzim fibrinolitik
berperan dalam proses pendegradasian fibrin pada kasus trombosis. Trombosis adalah
keadaan dimana terjadi pembentukan massa bekuan darah intravaskuler, yang berasal
dari konstituen darah dan bersifat patologis. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan
skrining terhadap isolat bakteri yang memiliki aktivitas fibrinolitik dari perairan
Pantai Bandealit Kabupaten Jember.

Metode yang digunakan meliputi uji kaseinolitik dan fibrin plate assay terhadap
15 isolat bakteri Pantai Bandealit, pembuatan kurva pertumbuhan isolat terpilih
dengan menghitung jumlah sel bakteri menggunakan metode perhitungan langsung
(direct count), produksi ekstrak kasar protein, pemekatan protein dengan membran
ultrafiltasi cut off 10 kDa yang menghasilkan dua fase yaitu fase atas (retentate) yang
merupakan protein dengan ukuran molekul > 10 kDa dan fase bawah (permeate) yang
merupakan protein dengan ukuran molekul < 10 kDa, pengukuran konsentrasi protein
dengan metode Bradford, dan pengukuran berat molekul protein melalui SDS-PAGE.

Hasil penelitian didapatkan 10 isolat bakteri memiliki aktivitas proteolitik dan
hanya 1 isolat bakteri yang memiliki aktivitas fibrinolitik yaitu isolat bakteri BA 9920
dengan nilai indeks aktivitas enzim proteolitik dan fibrinolitik berturut-turut, 5,3 dan
2,5. Berdasarkan hasil kurva pertumbuhan, diperoleh fase log dari isolat BA 9920
pada jam ke-12 sampai jam ke-24 dengan jumlah sel tertinggi sebesar 21,9 x 10’
sel/ml. Pengukuran konsentrasi protein retentate dan permeate berturut-turut yaitu

vii



0,00431 mg/ml dan 0,00133 mg/ml yang menunjukkan bahwa konsentrasi protein
pada retentate lebih tinggi dan hasil uji fibrin plate assay menunjukkan bahwa
retentate memiliki aktivitas tinggi dalam mendegradasi substrat pada media fibrin,
sedangkan permeate tidak terdapat aktivitas. Pengukuran berat molekul protein
dengan SDS-PAGE pada fase atas (retentate) didapatkan 3 pita protein dengan berat
molekul + 57,5 kD, 60,2 kD dan 81,2 kD.
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BAB 1. PENDAHUL UAN

1.1 Latar Belakang

Bakteri merupakan kelompok mikroorganisme yang paing dominan di
lingkungan, salah satunya di lingkungan perairan. Salah satu lingkungan perairan
yang memiliki diversitas isolat bakteri cukup tinggi yaitu perairan Pantai Bandealit
Kabupaten Jember. Hasil penelitian Herawati (2010), berhasil diisolas 60 isolat
bakteri dari Pantai Bandealit Kabupaten Jember, yang memiliki karakteristik
morfologi dan metabolik yang beragam. Ha ini menunjukkan keragaman aktivitas
enzim pada bakteri perairan Panta Bandealit yang dapat dimanfaatkan untuk
kesgjahteraan manusia, salah satunyadi bidang kesehatan.

Salah satu masalah kesehatan di Indonesia adalah kasus infark miokard yang
disebabkan oleh trombosis. Berdasarkan data dari Departemen Kesehatan RI tahun
1997, infark miokard akut menduduki peringkat kedua penyebab kematian di
Indonesia setelah kanker (WHO, 2005). Trombosis adalah keadaan dimana terjadi
pembentukan massa bekuan darah intravaskuler, yang disebabkan oleh pembentukan
fibrin yang berlebihan. Kelainan yang disebabkan oleh trombosis ini dapat ditangani
dengan terapi trombolitik.

Terapi trombolitik dilakukan melalui injeksi dan secara oral yang memicu agen
trombolitik untuk melisiskan bekuan darah dalam pembuluh darah dan merupakan
agen yang secara luas digunakan untuk pengobatan pada gangguan trombosis, yang
mengandung urokinase, tissue plasminogen activator (tPA), dan streptokinase.
Walaupun digunakan secara luas, agen-agen tersebut memiliki efek immunogenik
(Banerjee et al., 2003), reaks di dalam tubuh relatif lama, waktu paruh pendek dan
harganya relatif sangat mahal (Fengxia et al. dalam Mahmoud, 2011). Beberapa
penelitian dilakukan untuk menggali potensi organisme dalam menghasilkan enzim

fibrinolitik yang berperan dalam terapi trombolitik.



Enzim fibrinolitik merupakan protein yang dapat diperoleh dari tanaman,
hewan, ataupun mikroorganisme. Berbagai enzim fibrinolitik telah ditemukan dari
berbagai mikroorganisme, termasuk bakteri, actinomycetes dan fungi (Peng et al.,
2002). Mikroorganisme sangat potensial sebagai penghasil enzim dengan nilai
ekonomis. Penggunaan mikroorganisme sebagai sumber enzim fibrinolitik
mempunya beberapa keunggulan dibandingkan dengan tanaman dan hewan,
diantaranya kemudahan sel mikroba untuk ditumbuhkan, kecepatan pertumbuhan,
skala produksi sel lebih mudah ditingkatkan, kondisi produksi tidak tergantung pada
musim dan waktu yang dibutuhkan relatif tidak lama (Meyrach dan Volavseck,
1975). Oleh karenaiitu, isolasi enzim fibrinolitik dari mikroorganisme sangat penting,
khususnya dari bakteri. Berbaga penelitian tentang bakteri menunjukkan bahwa
bakteri memiliki potensi menghasilkan enzim proteoase fibrinolitik.

Bakteri asal perairan merupakan sumber potensial untuk menghasilkan enzim
yang bermanfaat bagi industri. Aktivitas optimum enzim bakteri perairan biasanya
terjadi pada kadar garam yang tinggi dan bersifat termostabil, membuat enzim ini
berguna dalam banyak proses industri. Aplikasi enzim termostabil memberikan
keuntungan pada industri, antara lain pada suhu tinggi reaks berlangsung lebih cepat,
resiko kontaminasi dapat ditekan, viskositas larutan berkurang sehingga mengurangi
energi untuk agitasi dan biaya pendinginan dapat ditekan, sehingga potensial untuk
produksi skala besar (Rahayu, 2007). Hasil penelitian Mahdiyah et al. (2012),
menunjukkan bahwa bakteri perairan dari Kepulauan Waigeo Kabupaten Ragja Ampat
Papua Barat, yang berasosiasi dengan spons Japsis sp. mampu menghasilkan enzim
protease dengan indeks aktivitas enzim sebesar 3,0. Aktivitas proteolitik yang
dimiliki oleh bakteri perairan menjadi dasar pendugaan adanya aktivitas enzim

fibrinolitik, yang merupakan salah satu dari enzim protease.



1.2 Rumusan M asalah
Bagaimana aktivitas fibrinolitik isolat bakteri asal perairan Pantai Bandealit
Kabupaten Jember?

1.3 Batasan Masalah
1. Skrining aktivitas fibrinolitik dilakukan secara semikuantitatif pada 15 isolat
bakteri asal perairan Pantai Bandealit Kabupaten Jember.
2. Skrining aktivitas fibrinolitik dilakukan pada ekstrak kasar protein dari isolat
bakteri asal perairan Pantai Bandealit Kabupaten Jember.

1.4 Tujuan Pendlitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas fibrinolitik isolat bakteri asal
perairan Pantai Bandealit Kabupaten Jember.

1.5 Manfaat Penelitian

Data yang diperoleh pada penelitian ini dapat memberikan informasi mengenai
aktivitas fibrinolitik isolat bakteri asal perairan Pantai Bandealit Kabupaten Jember
dan untuk selanjutnya dapat dijadikan dasar untuk pengembangan enzim fibrinolitik
yang berpotensi sebagai alternatif pengobatan kelainan trombosis.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mekanisme Pembekuan Darah dan Fibrinolisis

Darah merupakan cairan tubuh yang mengalir di dalam pembuluh darah. Darah
terbagi atas fase cair dan fase padat. Fase car darah disebut plasma yang
mengandung air, protein, dan zat-zat terlarut lainnya. Sedangkan fase padat darah
terdiri atas sel darah merah, sd darah putih, dan keping darah (Bell, 2002).
Pembentukan sel-sel darah manusia, yang dikenal dengan hematopoiesis, terjadi di
sumsum tulang belakang (Hoffbrand et al., 2006; Smith et al., 2004).
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Gambar 2.1. Pembentukan bekuan darah (Sumber: Katzung, 2006)

Pembekuan darah atau prokoagulasi terjadi ketika sel darah bertemu dengan
sel-sel endotelial atau jika terjadi kerusakan pada jaringan kulit. Mekanisme
pembekuan ini dapat dilihat pada Gambar 2.1. Sel-sel endotelial sebenarnya bersifat
antikoagulan dan inert terhadap faktor-faktor pembekuan darah (Escobar, 2002).
Namun adanya luka dapat mengubah sifat sel endotelia menjadi sangat prokoagulan.
Perubahan sifat sel dipengaruhi, antara lain oleh adanya kolagen, faktor von



Willebrand, dan glikoprotein 1b (GPIb) yang ada pada membran keping darah
(Katzung, 2006; Olson, 2004; Escobar, 2002).

Sifat prokoagulan sel endotelial menyebabkan penempelan trombosit atau
keping darah pada dinding pembuluh darah (Katzung, 2006). Penempelan trombosit
diikuti oleh perubahan bentuk trombosit dan pelepasan adenosin difosfat (ADP).
Pelepasan ADP menyebabkan pecahnya trombosit-trombosit lain dan mulai
menyumbat lubang pada pembuluh. Trombosit yang telah aktif akan menyediakan
permukaan fosfolipida yang bertindak sebaga perantara kedua yang akan
mengaktifkan faktor-faktor pembekuan darah, baik pada sistem intrinsik maupun
ekstrinsik. Seiring dengan terjadinya kerusakan pembuluh darah, sistem hemostasis
juga akan mengalirkan darah melalui pembuluh darah lain di sekitar pembuluh yang
rusak untuk mempercepat proses pembekuan darah (Escobar, 2002).

Bekuan darah merupakan trombosit-trombosit yang saling terangka melalui
sejumlah reaksi biokimia dan membentuk agregat trombosit (Escobar, 2002). Asam
arakidonat dalam trombosit akan diubah menjadi tromboksan A2 (TXA2) yang
berfungsi sebagai pengaktif trombosit dan vasokonstriktor bersama ADP dan
serotonin (5-HT) (Olson, 2004; Escobar, 2002). Pengaktifan trombosit mengubah
konformasi pada reseptor allbfIll integrin (glikoprotein 1lb/ Il11a) sehingga mudah
mengikat fibrinogen dan membentuk ikatan silang antarmolekul trombosit sehingga
terbentuk agregat trombosit. Agregat trombosit terdiri dari fibrin, trombosit, dan sisa-
sisa eritrosit yang tidak larut. Agregat yang pembentukannya tidak terkendali dapat
menyumbat pembuluh darah, serta menyebabkan iskemia jaringan (Olson, 2004;
Katzung, 2006).

Akhir pembekuan darah adalah pembentukan fibrin melaui dua jalur, yaitu
jalur ekstrinsik dan jalur intrinsik yang keduanya akan mengaktifkan jalur normal
(Escobar, 2002). Inisiasi reaksi berantai pembentukan agregat trombosit dipengaruhi
oleh pengaktifan faktor-faktor pembekuan darah yang prosesnya berbentuk reaksi
berantai atau efek domino (Katzung, 2006; Escobar, 2002). Setiap reaksi merupakan



akibat dari reaks sebelumnya. Jika satu di antara faktor-faktor tersebut tidak dapat
diaktifkan, maka akan mengakibatkan koagulasi terhambat, inisiasi tahap selanjutnya
terhambat, waktu pembentukan bekuan darah semakin lama, atau terjadi perdarahan
secara terus-menerus (cenderung disalahartikan dengan kekurangan faktor XII)
(Escobar, 2002). Jalur pembentukan bekuan yang paling singkat dimulai dengan
pengaktifan jalur ekstrinsik.

Jalur ekstrinsik adalah aktivasi faktor pembekuan darah yang dipicu oleh
kerusakan dinding endotelial pembuluh darah. Jalur ini disebut ekstrinsik karena
masuknya faktor jaringan, senyawa yang tidak ditemukan di dalam darah, ke dalam
pembuluh. Faktor jaringan ini, atau dikenal juga sebaga tromboplastin atau faktor 111,
dilepaskan oleh jaringan pembuluh yang terluka. Bersama-sama dengan ion kalsium,
faktor 111 ini akan mengaktifkan faktor VII menjadi faktor Vlla. Faktor V1la, bersama
dengan faktor I1l dan ion kalsium dapat memproduksi trombin dalam jumlah kecil
dengan sangat cepat. Tujuannya, mempercepat pembentukan fibrin melaui pelepasan
keping darah dari eritrosit. Selain itu, faktor Vlla juga akan mengaktifkan faktor IX
padajalur intrinsik (Escobar, 2002).

Jalur intrinsik diinisiasi adanya paparan senyawa asing bermuatan negatif
seperti kolagen, dinding subendotelial, atau fosfolipida sehingga mengaktifkan faktor
X1l menjadi Xlla. Faktor Xlla bersama dengan faktor Fitzgerald (high-molecular-
weight kininogen (HMWHK)) dan faktor Fletcher (prekallikrein) akan mengaktifkan
faktor X1 menjadi Xla. Peran HMWK adalah mempercepat aktivasi faktor XI.
Selanjutnya, faktor Xla dengan ion kalsium akan mengaktifkan faktor IX menjadi
IXa. lon kalsium juga akan berperan dalam tahap selanjutnya pada jalur intrinsik ini,
yaitu ketika bersama faktor 1Xa, Vlla, dan fosfolipida faktor keping darah 3 (platel et
factor 3 (PF3)) mengaktifkan jalur normal (faktor X menjadi faktor Xa) (Escobar,
2002).

Pertemuan jalur intrinsik dan ekstrinsik adalah pembentukan faktor Xa. Faktor
koagulasi ini mengkatalis perubahan protrombin menjadi trombin (faktor I18) pada



jalur akhir dengan bantuan faktor Va, PF3, dan ion kalsium (Escobar, 2002). Trombin
memotong fibrinopeptida dari fibrinogen yang larut air menjadi monomer fibrin lalu
akhirnya menjadi polimer fibrin yang tidak larut. Perubahan bentuk peptida tersebut
meningkatkan densitas darah (Jackson, 1988). Trombin memiliki beberapa peranan.
Peranan pertama adalah kembali ke siklus sebelumnya untuk mempercepat aktivasi
faktor V dan VIII. Peranan kedua adalah mengubah fibrinogen menjadi monomer
fibrin yang masih larut air. Peranan ketiga adalah membuat ikatan silang polimer
fibrin dengan mengaktifkan faktor X111 menjadi Xllla. Peranan trombin yang terakhir
adalah sebagai bioregulator hemostasis darah dalam keadaan normal dan patologis
(Escobar, 2002; Birhasani, 2010; Chandramin, 1997).

Pada sistem homeostasis hormal, setelah terbentuk sumbat trombosit, terdapat
regulasi untuk mencegah pembentukan bekuan darah yang berlebihan. Mekanisme
kontrol tersebut meliputi aliran darah yang berperan untuk menghilangkan faktor-
faktor pembekuan darah yang telah teraktivasi, pembentukan prostasiklin oleh
endotelium yang berperan untuk menghambat aktivitas trombosit, aktivasi fibrinolisis
untuk menghancurkan bekuan darah dan adanya faktor penghambat bekuan darah.
Abnormalitas sistem homeostasis dapat mengakibatkan pendarahan yang berlebihan
atau sebaliknya trombosis (Phillips, et al., 2001).

2.1.1 Trombosis

Trombosis adalah keadaan patologis berupa pembentukan bekuan darah
(trombus) berlebihan dan abnormal yang menyebabkan terganggunya aliran darah.
Trombosis berlebihan dapat disebabkan oleh kelainan genetis dan aterosklerosis.
Kelainan genetis yang menyebabkan seseorang menjadi lebih mudah mengaami
trombosis antara lain defisiens zat-zat inhibitor koagulasi intravaskular seperti
antitrombin 111, protein S dan protein C (Phillips et al., 2001). Aterosklerosis adalah
kondis pembuluh darah arteri yang mengalami penyempitan akibat timbunan

kolesterol, debris sel dan matriks jaringan ikat. Timbunan tersebut berkumpul



membentuk plak aterosklerosis. Plak aterosklerosis dapat mengalami ruptur yang
menyebabkan luka pada dinding pembuluh darah dan akhirnya memicu terbentuknya
trombus. Trombus yang terbentuk dapat menempel pada endotelium pembuluh darah
atau terlepas dan ikut aliran darah, embolus. Akumulasi trombus dan embolus pada
pembuluh darah mengakibatkan suplai nutrisi dan oksigen ke jaringan terhambat
(iskemi) dan bahkan kematian jaringan (infark). Hambatan airan darah dan kematian
jaringan akan memicu berbagai penyakit yang mematikan seperti, infark miokard
akut, stroke iskemik, emboli paru dan trombosis vena dalam yang tergantung lokasi
trombus dan embolus yang terakumulasi (Banerjee et al., 2003; Martini, 2006).

Infark miokard akut disebabkan penyumbatan pembuluh darah pada arteri
koroner sedangkan stroke iskemik terjadi akibat penyempitan pembuluh darah otak
yang menyebabkan kerusakan permanen sel-sel otak. Arteri serebrum tengah
merupakan daerah yang paling umum terserang stroke. Penyumbatan embolus pada
pembuluh darah pulmonari menyebabkan emboli paru sedangkan trombus yang
menyumbat daerah pembuluh darah vena di kaki menyebabkan trombosis vena dalam
(Martini, 2006).

Penimbunan bekuan darah yang berlebihan pada pembuluh darah akan
menimbulkan gangguan aliran darah seperti berkurangnya suplai oksigen dan nutrisi
ke jaringan (iskemi) atau bahkan kematian jaringan (infark). Keadaan tersebut
memicu timbulnya penyakit mematikan seperti infark miokard akut, stroke iskemik,
emboli paru dan trombosis vena dalam (Banerjee et al., 2003; Martini, 2006).
Berdasarkan data WHO, 17.000 orang meninggal tiap tahunnya akibat penyakit
kardiovaskular. Penurunan terapeutis dari kekuatan pembekuan darah (terapi
antikoagulan) sangat diperlukan jika terdapat bahaya trombosis, yaitu jika bekuan
darah mengancam terjadinya penyumbatan pembuluh darah yang penting
(Despopoulos dan Silbernagl, 1998). Terapi untuk penderita trombosis diantaranya

dengan operasi yang bertujuan untuk menghilangkan sumbatan atau dengan obat-obat



trombolitik yang bekerja dengan cara mendegradasi gumpalan darah (Kunamneni et
al., 2006).

2.1.2 Obat Trombolitik

Obat trombolitik adalah obat yang bekerja menghancurkan bekuan darah yang
telah terbentuk dengan mengaktifkan plasminogen. Agregat fibrin yang terbentuk dan
menyumbat pembuluh darah akan dihancurkan oleh plasmin dan menghasilkan
produk degradasi berupa cuplikan-cuplikan protein yang larut air. Obat trombolitik
digunakan pada pencegahan penyakit trombosis seperti infark jantung,
serebrovaskular, dan emboli paru (Olson, 2004). Obat trombolitik efektif melisiskan
trombin jika diberikan secaraintravena (Katzung, 2006).

Contoh golongan obat trombolitik yang umum digunakan, antara lain
streptokinase, urokinase, anistreplase, dan aktivator plasminogen jaringan.
Streptokinase adalah protein ekstraseluler yang disintesis oleh Streptococcus [-
hemoliticus yang bergabung dengan plasminogen proaktivator. Urokinase adalah
enzim yang disintesis di ginjal manusia dan memiliki kemampuan melisiskan
plasmin. Keduajenis obat ini mengaktifkan plasminogen, terutama plasminogen yang
terperangkap di dalam bekuan darah sehingga bekuan darah dapat dihancurkan dari
daam (Katzung, 2006). Anistreplase (streptokinase yang diberi gugus anisol)
merupakan obat trombolitik yang terdiri atas plasminogen yang dimurnikan dan
streptokinase yang telah diasilas untuk melindungi sisi aktif enzim. Gugus asil
streptokinase segera terhidrolisis, ketika obat disuntikkan secara intravena, dan
mengaktifkan streptokinase. Keuntungan obat ini adalah kemampuannya berikatan
dengan plasminogen terikat trombin daripada plasminogen bebas dan aktivitas
trombolitiknya lebih tinggi (Katzung, 2006). Aktivator plasminogen jaringan (tissue
plasminogen activators/ tPA) adalah obat yang menyebabkan fibrinolisis hanya pada
plasminogen yang terikat pada bekuan darah. Beberapa contoh aktivator plasminogen
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jaringan, antara lain ateplase, reteplase, dan tenecteplase. Ketiganya merupakan
DNA rekombinan dari t-PA manusia (Katzung, 2006).
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Gambar 2.1.2. Proses fibrinolisis (Sumber: Katzung, 2006; Zhao et al., 2007)

Titik kerja obat-obatan secara umum terbagi dalam empat titik utama, yaitu
mengaktivasi plasmin, mendegradasi fibrin, mendegradas fibrinogen, dan mencegah
aktivas fibrinogen menjadi fibrin (Gambar 2.1.2). Sebagai contoh, anistreplase dan
streptokinase bekerja mengaktifkan plasmin. Beberapa enzim proteolitik merupakan
like plasmin enzyme yang bekerja seperti plasmin dalam mendegradasi bekuan fibrin
menjadi produk degradasi fibrin yang larut dalam darah (soluble). Enzim ini dapat
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diuji aktivitasnya menggunakan metode fibrin plate assay (Moroz and Gilmore,
2011).

2.2 Enzim Fibrinolitik
2.2.1 Enzim Fibrinolitik dan Bakteri Penghasil Enzim Fibrinolitik

Fibrinolisis adalah proses degradas fibrin secara enzimatis. Proses ini secara
otomatis diaktifkan bersamaan dengan pembekuan darah, yaitu ketika terjadi luka
pada dinding endotelial. Proses fisiologis ini akan menghilangkan deposit polimer
fibrin secara bertahap hingga menjadi produk degradasi yang larut air. Produk
degradasi yang dihasilkan kemudian akan dibuang dari peredaran darah oleh
makrofag-makrofag yang ada pada sistem retikuloendotelial. Fungsi penting proses
ini adalah untuk membebaskan pembuluh dari bekuan darah dan memula proses
penyembuhan dinding pembuluh (Escobar, 2002).

Enzim yang mampu mendegradas fibrin secara spesifik adalah plasmin.
Plasmin termasuk dalam kelompok protease serin dan bersirkulasi dalam bentuk
inaktifnya, yaitu plasminogen. Plasminogen akan diaktifkan oleh aktivator (tissue
plasminogen activator/ t-PA) jika terjadi luka pada dinding endotelial. Plasmin dapat
mempengaruhi bentuk koagulasi darah dan mengurangi kecepatan pembentukan
bekuan trombosit karena kemampuan spesifiknya mendegradasi fibrin (Katzung,
2006).

Enzim fibrinolitik merupakan kelompok enzim protease yang mampu
mendegradasi fibrin atau fibrinogen. Enzim protease adalah jenis enzim yang dapat
menghidrolisis protein menjadi peptida atau asam amino yang lebih sederhana (Jain
et al, 2005). Dalam tubuh, enzim fibrinolitik atau plasmin diproduks oleh sel endotel
dalam saluran pankreas. Seiring dengan pertambahan usia dan juga pola konsumsi
pangan yang tidak seimbang, maka produksi plasmin aami oleh tubuh akan semakin
berkurang sehingga kerja sistem fibrinolitik dalam tubuh akan terganggu. Bila hal ini
berlangsung terus secara berkala maka akan memicu timbulnya penyakit trombosis
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yang akhirnya mengarah pada berbagai penyakit degeneratif, seperti stroke,
aterosklorosis, hipertensi, dan diabetes (Suhartono, 1992).

Protease fibrinolitik yang diperoleh dari mikroorganisme mempunyai kelebihan,
yaitu dapat diproduksi dalam jumlah besar, produktifitasnya mudah ditingkatkan dan
mutunya lebih seragam dan harganya lebih murah (Stanbury and Whitaker, 1984;
Rao et al., 1998). Ha ini menyebabkan meluasnya penggunaan mikroorganisme
sebagai penghasil enzim. Ward (1983) membagi enzim protease mikroorganisme ke
dadam 6 kelompok, yaitu aminopeptidase, karboksipeptidase, proteinase serin,
proteinase tiol, proteinase asam, dan proteinase metal (metaloproteinase).
Aminopeptidase mengkatalisis pemecahan protein pada ujung amina bebasnya,
sedangkan karboksipeptidase mengkatalisis pemecahan molekul protein pada ujung
karboksil bebasnya.

Protease serin iadah protease yang memiliki residu serin pada sisi aktifnya
Protease seperti tripsin, kimotripsin, elastase, dan subtilisin termasuk ke dalam
golongan ini. Protease golongan ini dihambat diisopropil fosfofluoridat (DPF) karena
adanyareaks DPF dengan gugus hidroksil dari residu serin padasisi aktif.

Protease sulfihidril atau disebut juga protease tiol, pada sisi aktifnya terdapat satu
atau lebih residu sulfihidril. Protease sulfihidril dihambat oleh adanya
oksidator/alkilator yang memutuskan ikatan S-S, juga karena adanya |logam-logam
berat yang berikatan grup tiolnya. Enzim protease jenis fisin dan bromelin
digolongkan ke dalam golongan ini.

Aktivitas protease logam sangat ditentukan oleh adanya logam sebagai kofaktor
enzim, sehingga sering disebut metaloprotease. Metaloprotease merupakan protease
yang lazim dihasilkan oleh bakteri. Kehilangan logam pada metaloprotease karena
adanya EDTA (senyawa pengkelat logam) akan menyebabkan berkurangnya aktivitas
protease tersebut. Pada endopeptidase logam, aktivitas dan kestabilannya ditentukan
oleh keberadaan ion Zn2+ dan ion Ca2+.
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Protease asam merupakan protease yang mempunyai gugus karboksil pada sisi
aktifnya. Aktivitas protease asam ini dihambat oleh p-bromofenasil bromida atau
pelarut diazo. Enzim-enzim yang termasuk dalam golongan ini antara lain pepsin,
renin dan beberapa protease dari kapang yang aktif padapH 2 sampai pH 4.

Mikroorganisme khususnya bakteri merupakan salah satu sumber agen
trombolitik. Streptokinase dari Streptococcus hemolyticus dan staphylokinase dari
Staphylococcus aureus merupan dua agen trombolitik yang lebih dahulu diketahui
efektif untuk terapi trombolitik. Streptomyces megasporus SD5, diisolasi dari air
panas. Bakteri ini menghasilkan enzim fibrinolitik tahan panas. Dalam
perkembangannya telah ditemukan berbagai mikroba yang mampu menghasilkan
enzim fibrinolitik seperti nattoknase (NK) yang diperoleh dari Bacillus natto, subtilin
yang diperoleh dari Bacillus amyloliquefaciens (Kim and Choi, 2000; Peng and
Zhang, 2002; Sumi et al., 1987; Chang et al., 2000).

2.2.2 Skrining Enzim Fibrinolitik
a  Pemurnian Enzim

Enzim bekerja sebagai katalis yang mengaktifkan atau mempercepat berbagai
reaksi di dalam tubuh dengan menurunkan energi aktivasi. Reaksi-reaksi enzimatis
dalam sistem biologis sangat rumit dan sulit untuk mempelgjari reaks suatu jenis
enzim secara in vivo, maka perlu dilakukan pemurnian enzim dari protein dan
metabolit lainnya sehingga dihasilkan produk murni yang hanya mengandung enzim
yang akan dipelgari. Enzim yang telah dimurnikan tersebut dapat diamati
aktivitasnya dengan jelas secara in vitro (Farrell & Ranallo, 2000).

Pemekatan enzim dilakukan untuk memisahkan protein enzim dari molekul lain
seperti lipida dan karbohidrat. Molekul kompleks perlu dipecahkan, jika gugus non
protein tempat enzim melekat tidak dibutuhkan untuk aktivitas enzim. Metode
pemekatan yang sering digunakan adalah presipitasi dengan garam, pelarut organik,

dialisis, dan ultrafiltrasi. Pada penelitian ini digunakan membran ultrafiltrasi dengan
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cut off 10 kD. Membran ultrafiltrasi lebih kecil pengaruhnya terhadap denaturasi
protein dibandingkan presipitasi dengan polietilen glikol ataupun salting out. Selain
itu pemisahan enzim skala besar |ebih menguntungkan melalui membran ultrafiltras
dibandingkan sentrifugasi karena membutuhkan waktu dan biaya lebih rendah
(Lestari et al., 2000). Enzim fibrinolitik diharapkan dapat terpisahkan dengan
membran ultrafiltrasi yang berukuran 10 kDa tersebut. Pemekatan menggunakan
membran ultrafiltrasi dilakukan dengan sentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 4°C
selama 30 detik hingga 3 menit.

Proses pemisahan dengan sentrifugass merupakan sistem pemisahan
berdasarkan ukuran dan berat molekul. Partikel dengan berat, ukuran, dan bentuk
yang berbeda akan mengendap pada kecepatan yang berbeda. Dengan metode ini
spora bakteri dan sel dapat dipisashkan pada proses klarifikasi dengan bagian
enzimnya. Proses sentrifugasi terhadap enzim-enzim yang bersifat rapuh dilakukan
pada suhu rendah, sehingga kehilangan aktivitas enzim dapat dijaga seminimal
mungkin (Suhartono, 1992).

Ekstrak kasar enzim diperoleh dari pemekatan dengan membran ultrafiltrasi
diresuspensi menggunakan buffer. Resuspensi harus dilakukan pada suhu rendah
untuk mencegah kerusakan enzim. Campuran kemudian disentrifugasi pada
kecepatan 6000 rpm (Campbell dan Farrell, 2006). Untuk mengetahui aktivitas enzim
dilakukan pengujian dengan menggunakan fibrin plate assay dan dilakukan metode

PAGE untuk mengetahui berat molekul proteinnya.

b.  Penentuan Berat Molekul Protein Menggunakan Elektroforesis SDS-PAGE
Salah satu metode PAGE yang umumnya digunakan untuk analisa campuran
protein secara kualitatif adalah SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrilamide
Gel Electroforesis). Prinsip penggunaan metode ini adalah migrasi komponen
akrilamida dengan N.N’bisakrilamida. Kisi-kis tersebut berfungsi sebagai saringan
molekul sehingga konsentrasi atau rasio akrilamid dengan bisakrilamid dapat diatur
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untuk mengoptimalkan kondis migras komponen protein. Metode ini sering
digunakan untuk menentukan berat molekul suatu protein disamping untuk
memonitor pemurnian protein (Wilson dan Walker, 2000). SDS-PAGE dilakukan
terhadap protein tak larut dengan kekuatan ion rendah dan dapat menentukan apakah
suatu protein termasuk monomerik atau oligomerik, menetapan berat molekul dan
jumlah rantai polipeptida sebagai subunit atau monomer (Durrani et al., 2008).

Penggunaan SDS-PAGE bertujuan untuk memberikan muatan negatif pada
protein yang diandlisa. Protein yang terdenaturas sempurna akan mengikat SDS
daam jumlah yang setara dengan berat molekul protein tersebut (Dunn, 1989).
Denaturasi protein dilakukan dengan merebus sampel dalam buffer yang mengandung
B-merkaptoetanol (berfungsi untuk mereduksi ikatan disulfide), gliserol dan SDS
(Wilson dan Walker, 2000). Muatan asli protein akan digantikan oleh muatan negatif
dari anion yang terikat sehingga kompleks protein-SDS memiliki rasio muatan per
berat molekul yang konstan (Hames, 1987).

Sampel-sampel enzim yang diinjeksikan kedalam sumur gel diberi warna
dengan bromphenol biru yang dapat terionisasi. Fungsi pewarna adalah untuk
memonitor jalannya elektroforesis. Berat molekul protein dapat diketahui dengan
membandingkan Rf protein dengan protein standar yang berat molekulnya telah
diketahui (Wilson dan Walker, 2000).



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Pendlitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium
Biologi Dasar, Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan [Imu Pengetahuan Alam,

Universitas Jember mulai bulan Mei 2012 sampai Desember 2012.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat utama yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya yaitu cawan
petri, jarum ose, pinset, tabung reaksi, beaker glass, Erlenmeyer glass, gelas ukur,
gelas bunsen, lampu bunsen, membran cakram, tabung mikrosentrifuge 0,5 ml,
microtube 1,5 ml, microtube 1000 pl, ependorf stander, membran ultrafiltrasi Spin X
500 MWCO 10 kDa, magnetic stirrer, mikropipet (10 pl, 100 pl, 1000 pl), mikrotip
(10 pl, 100 pl, 1000 ul), pH meter, vorteks, neraca analitik, sentrifuge, Laminar Air
Flow Cabinet (LAF), spektrofotometer, inkubator 37°C, inkubator suhu 45-65°C,
inkubator shaker, autoklaf, lemari es 4°C, freezer -20°C dan -80°C, oven, hotplate
stirrer dan elektroforesis protein.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi 15 isolat bakteri
koleksi Kartika Senjarini yang berasal dari sampel perairan pantai Bandealit
Kabupaten Jember (BA 011109, BA 041109°, BA 091109, BA 061109, BA 051109,
BA 131109, BA 698, BA 698, BA 9916, BA 694, BA 6912, BA 011109, BA
071109, BA 9918, BA 9920), media Nutrient Agar (NA), media Nutrient Broth (NB),
media Skim Milk Agar (SMA), media Luria Bertani Broth (LB), media fibrin,
gliserol, akuadest, akuabidest, Bovine Serum Albumine (BSA), pereaksi Bradford,
formal dehyde 10%, metanol, alkohol 70%, penanda protein (protein markers), buffer
sampel, buffer PBS 50 mM pH 7,4, buffer TrisHCI 1,5 M (pH 8,8), buffer Tris HCI
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0,5 M (pH 6,8), buffer elektroda, larutan pewarna (staining) dan larutan peluntur
(destaining). Komposisi bahan kimia untuk pembuatan media ditunjukkan pada
Lampiran C.

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Peremagjaan | solat Bakteri

Peremgaan dan pemurnian isolat dilakukan dengan cara mengambil 1 ose
biakan bakteri asal perairan Pantal Bandealit yang telah disimpan pada stok gliserol,
kemudian menggoreskannya secara aseptis dengan metode streak plate 4 quadrant
pada media NA padat. Setelah itu diinkubasi pada inkubator dengan suhu 30°C
selama 48 jam. Setelah diperoleh single colony, disimpan dalam refrigerator (4°C).
Sngle colony yang diperolen selanjutnya digunakan untuk skrining aktivitas
proteolitik dan aktivitas fibrinolitik.

3.3.2 Skrining Aktivitas Proteolitik

Isolat bakteri yang telah diremajakan dan diperoleh single colony, ditanam pada
media Skim Milk Agar (SMA) dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam. Bakteri
yang menghasilkan enzim proteolitik secara ekstraselular adalah bakteri yang
menimbulkan zona bening di sekitar koloni. Aktivitas proteolitik isolat ditentukan
dengan membandingkan diameter zona bening dengan diameter koloni. Aktivitas
proteolitik ditentukan dengan cara menghitung indeks aktivitas enzim berdasarkan
rumus:

Indeks Aktivitas Enzim = diemeter zona bening (mm)

diameter koloni (mm)

Isolat yang memiliki aktivitas proteolitik dilanjutkan ke tahapan selanjutnya.
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3.3.3 Skrining Aktivitas Fibrinolitik

Isolat bakteri yang memberikan hasil positif pada uji proteolitik, selanjutnya
ditanam pada media untuk skrining aktivitas fibrinolitik. Kemudian diinkubasi pada
suhu 30°C selama 24 jam. Bakteri yang memiliki aktivitas fibrinolitik adalah bakteri
yang memiliki zona bening di sekitar koloni, kemudian dihitung indeks aktivitas

enzimnya dengan rumus yang sama pada pengukuran aktivitas proteolitik (3.3.2).

3.3.4 Produksi Ekstrak Kasar Protein

Produksi ekstrak kasar protein dilakukan pada 1 isolat bakteri yang memiliki
aktivitas fibrinolitik tertinggi. Sebelum dilakukan produksi ekstrak kasar protein,
isolat bakteri yang memiliki aktivitas fibrinolitik terlebih dahulu ditumbuhkan untuk
melihat pertumbuhan bakteri dengan cara membuat kurva pertumbuhan. Satu ose
koloni tunggal ditumbuhkan pada 10 ml media LB (sebagai starter) dan diinkubasi
shaker pada suhu 30 °C selama 18 jam. Kemudian 500 pl starter ditumbuhkan pada
50 ml media LB. Selanjutnya setiagp 12 jam, isolat bakteri difiksasi dengan
mengambil 900 ul kultur dimasukkan kedalam microtube 1,5 ml kemudian
ditambahkan 100 pl formaldehyde. Jumlah bakteri dihitung dengan menggunakan
haemacytometer sampai jam ke-48. Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri

berdasarkan rumus:

_lgN{ =Ny InNy-InN,

M lge(t— ty) t— t
N,= N, et
Keterangan :
T=  waktuket No= Jumlah sel pada waktu ty
p= kecepatan pertumbuhan
t=  waktukeO N¢= Jumlah sel pada waktu ket

Anadlisis untuk mendapatkan kurva dilakukan dengan menggunakan aplikas
SOLVER pada program microsoft office excel 2003 (Heuser dalam Senjarini, 2007).
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Produksi ekstrak kasar protein dilakukan dengan mengambil sebanyak 1 ose
biakan bakteri yang memiliki aktivitas fibrinolitik tertinggi, dipindahkan dari working
plate (media NA) kedalam 5 mL media LB sebagai starter, dan diinkubasi dalam
shaker pada suhu 30°C selama 18 jam. Pembuatan kultur starter sebelum produksi
enzim bertujuan untuk memperbanyak sel yang seragam dengan umur fase
pertumbuhan yang sama (Kurakake et al., 2000). Kemudian 250 pl starter
ditumbuhkan pada 10 ml LB dan diinkubasi dalam shaker pada suhu 30°C selama 24
jam. Bakteri yang tumbuh kemudian dilakukan pemanenan dengan cara sentrifugasi
pada 10.000 rpm dan suhu 4°C sedlama 15 menit. Supernatan yang diperoleh
merupakan ekstrak kasar protein. Ekstrak kasar protein dianaisis konsentrasi

proteinnya.

3.3.5 Pemekatan Protein

Protein dari ekstrak kasar protein dipekatkan menggunakan membran
ultrafiltrasi dengan cut off 10 kDa. Sebanyak 100 ul ekstrak kasar protein dimasukkan
kedalam membran ultrafiltrasi dan disentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 4°C selama
rentang waktu 30 detik hingga 3 menit. Pemekatan dilakukan secara berulang-ulang
dengan menambahkan 100 pl ekstrak kasar protein hingga protein terpekatkan, yang
ditandai dengan tidak adanya lagi cairan yang lolos dari membran. Membran
ultrafiltrasi dapat digunakan secara berulang-ulang pada satu sampel yang sama.
Hasi| pemekatan didapatkan 2 fase yaitu fase atas (retentate) yang merupakan protein
yang tertahan pada membran, dan fase bawah (permeate) yang merupakan sisa media
dan protein yang berukuran < 10 kDa Fase atas (retentate) hasil pemekatan
diresuspensi dengan buffer PBS 50 mM pH 7,4. Selanjutnya dilakukan analisis

konsentrasi protein dan uji fibrin plate assay.
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3.3.6 Analisis Konsentras Protein

Konsentrasi protein ditentukan dengan metode Bradford yang menggunakan
Bovine Serum Albumin (BSA) sebagal standar (Bollag, 1996). Sebanyak 5 ul sampel
ekstrak kasar protein diencerkan dengan 95 pl akuadest steril, ditambahkan ke dalam
900 pl pewarna Bradford dan diukur absorbannya menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 595 nm. Blanko yang digunakan adalah akuadest
steril yang ditambahkan dengan pewarna Bradford. Absorban larutan sampel
diplotkan pada kurva standar yang diperoleh dari plot larutan standar sehingga
didapatkan konsentrasi protein sampel.

Pembuatan kurva standar diawali dengan pembuatan larutan standar
menggunakan larutan BSA. Larutan standar protein dibuat dengan melarutkan 0,01 gr
BSA kedadam 10 ml akuadest sehingga diperoleh larutan stok BSA dengan
konsentras 1000 pl/ml. Larutan stok tersebut kemudian diencerkan dengan cara
melarutkannya kedalam akuadest steril dengan perbandingan 1:9. Larutan stok
tersebut dibuat seri pengenceran dengan konsentrasi 0, 100, 150, 200, 250, 300 dan
350 plI/ml. Kemudian dilakukan pengukuran terhadap standar protein dengan
menambahkan 100 pl seri larutan standar dengan 900 pl reagen Bradford dan
diinkubas pada suhu ruang selama 15 menit. Larutan ini memberikan warna biru dan
dibaca pada panjang gelombang 595 nm. Dengan menggunakan regresi linear, akan
didapatkan persamaan matematik untuk larutan standar protein yang diperoleh dari
nilai absorbansi standar yang digunakan untuk pengukuran konsentrasi protein

sampel.

3.3.7 Analisis Aktivitas Fibrinolitik

Ekstrak kasar protein, rentetate dan permeate yang diperoleh dari hasil
pemekatan dengan membran filter selanjutnya dianalisis aktivitas fibrinolitiknya
menggunakan modifikasi metode fibrin plate assay (Astrup dan Mullertz, 1952; Choi
et al., 2005). Sebanyak 20 pl larutan trombin dipipet kedalam cawan petri yang berisi
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4 ml larutan bacto agar dan 1 ml fibrinogen bebas plasminogen. Campuran didiamkan
selama 30 menit pada suhu ruang hingga terbentuk lapisan benang-benang fibrin
berwarna putih.

Sebanyak 5 pl ekstrak kasar protein, retentate dan permeate, masing-masing
diteteskan pada membran cakram yang telah diletakkan diatas campuran media.
Cawan petri diinkubasi pada suhu 30°C selama 18 jam. Uji positif ditunjukkan
dengan terbentuknya zona bening disekeliling membran. Pengukuran diameter setiap
zona bening dilakukan sebanyak tiga kali.

3.3.8 Pengukuran Berat Molekul Protein

Berat molekul protein dianaisis dengan menggunakan metode SDS-PAGE
(Bollag, 1991). Konsentrasi akrilamida yang digunakan pada gel pemisah
(separating) adalah sebesar 12% dan dilarutkan dalam bufer 1,5 M Tris pH 8,8. Gel
dicetak dan dibiarkan mengeras, kemudian ditambahkan gel penahan (stacking). Gel
penahan mengandung 4% akrilamida yang dilarutkan dalam buffer 0,5 M Tris pH 6,8.
Gel dibiarkan mengeras dan siap digunakan untuk elektroforesis. Sebanyak 16 pl
sampel ditambahkan dengan 4 ul buffer sampel yang mengandung p-merkaptoetanal,
kemudian dipanaskan pada suhu 100°C selama 5 menit. Sampel kemudian
dimasukkan ke dalam sumuran gel sebanyak 20 pl. Sebanyak 8 pl penanda protein
dimasukkan ke dalam sumuran gel. Gel kemudian dialiri listrik pada tegangan 100 V
selama 150 menit.

Gel yang telah dielektroforesis kemudian diwarnai (staining) dengan larutan
pewarna selama minima 6 jam. Warna biru yang berlebihan akibat pewarnaan
kemudian dicuci beberapa kali (destaining) hingga didapatkan pita protein berwarna
biru dengan latar gel yang tidak berwarna. Kemudian pita-pita protein yang terbentuk
dihitung berat molekulnya, dengan membandingkan jarak migrasi protein penanda

dengan protein sampel melalui persamaan regresi (Durrani et al., 2008).



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Skrining Proteolitik Isolat Bakteri Pantai Bandealit Kabupaten Jember

Sebanyak 15 isolat bakteri asal perairan Pantai Bandealit Kabupaten Jember
telah dimurnikan dan diuji aktivitas proteolitiknya pada media Skim Milk Agar
(SMA). Pendlitian Herawati (2010) menunjukkan bahwa isolat bakteri Pantai
Bandealit memiliki morfologi makroskopis dan mikroskopis yang berbeda. Karakter
morfologi isolat bakteri ditunjukkan pada Lampiran D. 15 isolat bakteri asal perairan
Pantai Bandealit Kabupaten Jember ini seluruhnya memiliki morfologi sel berbentuk
kokus dan merupakan Gram Negatif.

A. BA 9920; B. BA 9916; C. BA 071109*; D. BA 091109; E. BA 011109*

Gambar 4.1 Aktivitas Proteolitik Isolat Bakteri BA pada media Skim
Milk Agar (SMA).

Isolat bakteri yang memiliki aktivitas proteolitik ditunjukkan dengan
terbentuknya zona bening di sekitar koloni. Aktivitas proteolitik isolat bakteri Pantai
Bandealit dapat dilihat pada Gambar 4.1. Susu skim yang ditambahkan dalam media

SMA mengandung kasein yang berfungs sebagai substrat enzim. Hidrolisis kasein
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digunakan untuk memperlihatkan aktivitas hidrolitik protease. Protease mengkatalisis
degradas kasein yaitu dengan memutuskan ikatan peptida CO-NH dengan masuknya
air ke ddam molekul. Reaks tersebut akan melepaskan asam amino. Setelah
inokulas dan inkubasi kultur plate agar, bakteri mensekresikan protease. Hal ini
ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening di sekeliling koloni bakteri yang
tumbuh (Naiola& Widyastuti, 2002).

Enzim proteolitik mikroorganisme dapat ditemukan dalam sel (intraseluler),
pada dinding sel (periplasma), atau disekresikan ke medium (ekstraseluler) (Hoffman
et al., 2000). Enzim ekstraseluller adalah enzim yang disekresikan ke luar sel melalui
membran sel. Enzim ini disintesis dalam bentuk prekursor kemudian dibebaskan
dalam bentuk aktif melalui proses proteolisis. Bagian peptida yang dilepaskan
biasanya bersifat hidrofobik (Suhartono, 1992). Enzim ekstraseluler berperan penting
bagi transformasi materi kimia di danau dan lautan. Enzim ekstraseluler yang berasal
dari bakteri, tumbuhan dan hewan laut berada bebas dalam air laut (Kreps dalam
Senjarini, 2007).

Tabel 4.1 Hasil Skrining Proteolitik |solat Bakteri Pantai Bandealit

I solat Bakteri Rata-rata Rata-rata Indeks Aktivitas Keterangan

Diameter Zona Diameter Koloni Enzim

Bening (mm) (mm) (IAE)

BA 9920 32 6 53 +
BA 091109 16 6 2,6 +
BA 9916 13 5 2,6 +
BA 071109 9 6 1,5 +
BA 011109 7 5 14 +
BA 011109 8 6 1,3 +
BA 131109 9 7 1,28 +
BA 698" 15 13 1,15 +
BA 698 11 10 1,1 +
BA 9918 10 9 1,1 +
BA 694 4 4 1 -
BA 6912 2 2 1
BA 061109 2 2 1
BA 051109 5 5 1
BA 041109 10 10 1

(+) = positif proteolitik
(-) = negatif proteolitik
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Hasil skrining proteolitik ditunjukkan pada Tabel 4.1. Pada tabel tersebut, hasil
skrining proteolitik diperoleh 10 isolat yang memiliki aktivitas proteolitik dengan
indeks aktivitas enzim > 1. Isolat bakteri yang memiliki indeks aktivitas proteolitik
tertinggi adalah BA 9920 dengan indeks aktivitas enzim sebesar 5,3. Indeks aktivitas
enzim pada skrining proteolitik dalam penelitian ini lebih besar jika dibandingkan
dengan hasil penelitian Mahdiyah (2012) yang indeks aktivitas enzim proteolitiknya
sebesar 3,0, sehingga dapat diduga bahwa isolat bakteri BA 9920 memiliki potensi
besar untuk dapat dimanfaatkan sebaga penghasil enzim protease.

4.2 Skrining Fibrinolitik Isolat Bakteri Pantai Bandealit Kabupaten Jember
4.2.1 Aktivitas Fibrinolitik Isolat Bakteri Pantai Bandealit

BA 9920; B. BA 011109*; C. BA 011109; D. BA 071109; E. BA 9916; F. BA 091109

Gambar 4.2.1  Aktivitasfibrinolitik isolat bakteri BA pada mediafibrin plate

Sepuluh isolat yang positif memiliki aktivitas proteolitik, diuji aktivitas
fibrinolitiknya menggunakan metode fibrin plate assay. Metode fibrin plate assay ini
menggunakan campuran fibrinogen dan trombin yang dilarutkan dalam media agar.
Metode ini sangat spesifik terhadap fibrinolisis (Pan, et al. 2010; Choi et al., 2005).
Hasil pendlitian yang ditunjukkan oleh Gambar 4.2.1 memperlihatkan hanya isolat
bakteri BA 9920 yang mampu mendegradasi substrat fibrin, yang ditunjukkan dengan
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terbentuknya zona bening di sekitar koloni, sedangkan 14 isolat yang lain tidak
membentuk zona bening di sekitar koloni. Menurut Milner dan Makise (2002),
semakin besar dan jelas zona yang terbentuk, menunjukkan bahwa semakin banyak
fibrin yang terdegradasi.

Tabel 4.2.1 Hasil skrining fibrinolitik isolat bakteri Pantai Bandealit Kabupaten Jember

| solat Rata-rata Rata-rata Indeks Aktivitas  Keterangan
Bakteri Diameter Zona Bening Diameter Koloni Enzim
(IAE)

BA 9920
BA 091109
BA 9916
BA 071109
BA 011109
BA 011109
BA 131109
BA 698"
BA 698

BA 9918
BA 694

BA 6912
BA 061109
BA 051109
BA 041109

25 +
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(+) = positif fibrinolitik
(-) = negatif fibrinolitik

Aktivitas fibrinolitik yang dimiliki oleh isolat BA 9920 ditunjukkan dengan
indeks aktivitas proteolitik yang cukup tinggi sebesar 2,5. Isolat lainnya tidak
memiliki aktivitas fibrinolitik namun memiliki aktivitas proteolitik (Tabel 4.1). Isolat
BA 091109 dan BA 9916 memiliki indeks aktivitas enzim proteolitik yang cukup
tinggi, namun tidak dapat tumbuh pada media fibrin. Dapat diduga bahwa isolat
tersebut memiliki potensi proteolitik yang lain, selain pendegradasian fibrin.

Isolat bakteri BA 9920 memiliki indeks aktivitas enzim proteolitik sebesar 5,3
(Tabel 4.1) dan indeks aktivitas enzim fibrinolitik sebesar 2,5 (Tabel 4.2.1), ha ini
menunjukkan adanya perbedaan aktivitas enzim. Perbedaan aktivitas proteolitik dan

fibrinolitik dalam menghidrolisis substrat protein diduga disebabkan oleh perbedaan
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jumlah ikatan peptida atau besarnya molekul protein substrat. Jumlah total ikatan
peptida dari masing-masing substrat berbeda, sehingga akan berpengaruh terhadap
dergjat hidrolisis suatu enzim dalam memecah substrat (Nielsen, 2001). Perbedaan
aktivitas hidrolisis diduga juga dipengaruhi oleh spesifitas protease dalam
menghidrolisis substrat. Menurut Fox (1991), spesifitas enzim protease berbeda-beda
dalam menghidrolisis ikatan peptida dalam molekul protein. Beberapa enzim protease
memiliki karakteristik khusus untuk aktivitas proteolitiknya. Semakin spesifik suatu
enzim, semakin sedikit jumlah ikatan peptida yang mampu dihidrolisis (Whitaker,
1994).

4.2.2 Produksi dan Uji Aktivitas Fibrinolitik Ekstrak Kasar Protein
a  KurvaPertumbuhan Isolat Bakteri BA 9920

Produksi ekstrak kasar protease fibrinolitik dari isolat bakteri didahului dengan
membuat kurva pertumbuhan. Pembuatan kurva pertumbuhan ini untuk menentukan
fase pertumbuhan eksponensial (fase log) bakteri untuk memproduksi ekstrak kasar
protein.

Gambar 4.2.2a dan Lampiran E menunjukkan bahwa isolat bakteri BA 9920
menunjukkan fase adaptasi sampai 12 jam dengan jumlah sel bakteri pada jam ke-0
sebanyak 76,7 x 10° sel/ml. Pada fase adaptasi, populasi bakteri belum mengal ami
pertumbuhan yang berarti karena baru sgja menyesuaikan dalam medium yang baru
(fresh medium). Hal tersebut menyebabkan sel belum dapat melakukan reproduksi
atau pembelahan, tetapi masih beradaptasi dengan medium atau lingkungan barunya.
Pada fase adaptasi ini memungkinkan terjadinya penambahan ukuran sel, tetapi bukan
padajumlah selnya (Astuti dan Rahmawati, 2010).

Isolat bakteri BA 9920 memasuki fase log pada jam ke-12 dengan jumlah sel
mencapai 10,3 x 10’ sel/ml sampai jam ke-24 dengan jumlah sel tertinggi mencapai
21,9 x 10" sel/ml. Pada fase log, populasi sudah mulai beradaptasi dengan medium
dan dapat melakukan proses pembelahan sel (binary fission) (Astuti dan Rahmawati,
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2010). Pertumbuhan bakteri yang sangat cepat pada fase log menunjukkan bahwa
pada saat fase log bakteri memiliki aktivitas yang tinggi dan metabolisme yang
terbaik (Senjarini, 2007). Fase log pada kurva pertumbuhan bakteri menjadi dasar
untuk menguji aktivitas metabolisme bakteri dalam menghasilkan enzim untuk

mendegradas substrat.
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Gambar 4.2.2a Kurva pertumbuhan isolat bakteri BA 9920 selama 60 jam

Pada penelitian ini produksi ekstrak kasar protein dari isolat bakteri BA 9920
dilakukan pada waktu mendekati puncak fase log yaitu jam ke-24. Produksi enzim
yang dilakukan pada waktu tersebut, diharapkan bakteri mencapa aktivitas
metabolisme tertinggi dan jumlah enzim yang didapatkan juga lebih tinggi, sehingga
pendegradasian substrat fibrin yang terdapat pada media fibrin lebih maksimal.
Waktu yang terlalu singkat akan menghasilkan enzim yang tidak optimal akibat
mikroba belum beradaptasi dengan lingkungannya. Waktu yang terlalu lama akan
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menyebabkan enzim mengalami inhibis akibat menumpuknya produk reaksi enzim
dengan substrat. Jumlah bakteri yang semakin meningkat dari hari ke hari akan
membutuhkan nutrien yang semakin banyak. Nutrien yang berbentuk polimer tidak
dapat memasuki sel bakteri karena ukuran fisiknya. Polimer ini biasanya dicerna
terlebih dahulu oleh enzim-enzim ekstraseluler yang disekresikan oleh bakteri
(Suhartono, 1992).

b.  Produksi dan Uji Aktivitas Fibrinolitik

Ekstrak kasar protein hasil dari produksi selama waktu 24 jam, dipurifikas
dengan menggunakan membran ultrafiltrasi Spin X MWCO 10 kDa, sehingga
didapatkan retentate dan permeate. Hasil pengukuran  konsentrasi protein
menggunakan metode Bradford menunjukkan konsentrasi protein pada retentate
sebesar 0,00431 mg/ml, permeate sebesar 0,00133 mg/ml dan ekstrak kasar protein
sebesar 0,00064 mg/ml. Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi protein pada
retentate lebih tinggi dibandingkan pada permeate dan ekstrak kasar protein.

Hasil pengujian dengan fibrin plate assay (Gambar 4.2.2) menunjukkan
aktivitas fibrinolitik 5 pl retentate lebih tinggi dibandingkan dengan aktivitas
fibrinolitik ekstrak kasar protein dan permeate. Indeks aktivitas enzim pada retentate
sebesar 2,3, pada ekstrak kasar protein hanya sebesar 1,7 sedangkan permeate tidak
menunjukkan adanya aktivitas fibrinolitik. Retentate memiliki aktivitas fibrinolitik
lebih tinggi dibandingkan dengan aktivitas fibrinolitik ekstrak kasar protein
disebabkan karena konsentrasi protein retentate 8x lebih tinggi dibandingkan ekstrak
kasar protein. Permeate tidak menunjukkan aktivitas fibrinolitik dikarenakan ukuran

molekul proteinnya< 10 kDa.
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A. Didisat; B. Fase Atas (Retentate) hasil Pemekatan dengan Membran Ultrefiltrasi; C.
Ekstrak Kasar Protein; D. Fase Bawah (Permeate) hasil Pemekatan dengan Membran
Ultrafiltrasi

Gambar 4.2.2b Aktivitas fibrinolitik ekstrak kasar protein isolat bakteri BA pada
mediafibrin plate

4.3 Pengukuran Berat Molekul Protein Retentate

Berdasarkan hasil elektroforesis SDS-PAGE (Gambar 4.3), diperoleh 3 pita
protein. Jumlah pita-pita protein hasil elektroforesis SDS-PAGE menunjukkan
jumlah subunit protein yang terdapat dalam protein tersebut. Pita protein yang berada
pada posisi paling atas merupakan subunit terbesar, dan pita protein yang berada di
posisi lebih bawah menunjukkan ukuran subunit yang lebih kecil. Besar atau kecil
ukuran suatu subunit protein ditentukan oleh jumlah atau jenis asam-asam amino
penyusunnya. Secara umum, subunit yang berukuran lebih besar memiliki jumlah
asam amino penyusun yang lebih banyak (Sgjuthi et al., 2010).

Pada mekanisme SDS-PAGE, protein bereaksi dengan SDS yang merupakan
deterjen anionik membentuk kompleks yang bermuatan negatif. Protein akan
terdenaturasi dan terlarut membentuk kompleks berikatan dengan SDS, berbentuk

elips atau batang, dan berukuran sebanding dengan berat molekul protein. Protein
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dalam bentuk kompleks yang bermuatan negatif ini terpisahkan berdasarkan muatan
dan ukurannya secara elektroforesis di dalam matriks gel poliakrilamid. Berat
molekul protein dapat diukur dengan menggunakan protein standar yang telah
diketahui berat molekulnya (Angky, 2011). Penentuan berat molekul protein sampel
dilakukan dengan mensubstitusi jarak migrasi sampel kedalam kurva regres
berdasarkan log berat molekul penanda protein (protein markers). Berdasarkan hasil
elektroforesis dari fase atas (retentate), didapatkan 3 pita protein dengan berat
molekul 57,5 kDa, 60,2 kDa, dan 81,2 kDa (Lampiran G).

A B kDa A kDa
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A. Retentate hasil pemekatan dengan membran ultrafiltrasi; B. Penanda protein (Protein
Markers)

Gambar 4.3 Berat molekul protein Retentate berdasarkan SDS-PAGE

Pita protein yang didapat dari hasil elektroforesis ini menunjukkan pita yang
tipis, diduga karena konsentrasi protein pada retentate sangat rendah. Konsentrasi
protein berpengaruh pada ketebalan pita protein pada hasil elektroforesis. Tebal
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tipisnya pita protein yang terbentuk pada hasil elektroforesis menunjukkan
kandungan atau banyaknya protein yang mempunyai berat molekul yang sama yang
berada pada posis pita yang sama. Hal ini sesuai dengan prinsip pergerakan molekul
bermuatan, yaitu molekul bermuatan dapat bergerak bebas di bawah pengaruh medan
listrik. Molekul dengan muatan dan ukuran yang sama akan terakumulasi pada zona
atau pita yang sama atau berdekatan (Sudarmadji, 1996).



BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

5.2

1

Hasil skrining proteolitik dan fibrinolitik didapatkan 10 isolat yang
memiliki aktivitas proteolitik dengan indeks aktivitas enzim tertinggi
sebesar 5,3 dan hanya 1 isolat yang memiliki aktivitas fibrinolitik yaitu
isolat bakteri BA 9920 dengan indeks aktivitas enzim sebesar 2,5.

Kurva pertumbuhan isolat bakteri BA 9920 mencapai fase log (24 jam)
dengan jumlah sel 21,9 x 107 sel/ml.

Ekstrak kasar protein dipekatkan dengan membran ultrafiltrasi cut off 10
kDa, didapatkan konsentrasi protein retentate (0,00431 mg/ml) lebih tinggi
dari permeate (0,00133 mg/ml) dan ekstrak kasar protein (0,00064 mg/ml).
Retentate sebanyak 5 ul menunjukkan indeks aktivitas enzim fibrinolitik
sebesar 1,7.

Hasil elektroforesis SDS-PAGE dari retentate didapatkan 3 pita protein
dengan berat molekul protein + 57,5 kDa, 60,2 kDa, dan 81,2 kDa.

Saran
Penelitian ini dapat digunakan sebaga referensi untuk penelitian selanjutnya

dan dapat dilanjutkan dengan uji stabilitas enzim pada berbagai suhu dan pH.

Penentuan berat molekul protein spesifik fibrinolitik dapat dilakukan dengan metode

zimografi menggunakan Native-PAGE.
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LAMPIRAN B. DAFTAR FAKTOR PEMBEKUAN DARAH

Faktor Pembekuan

Keterangan

Faktor |
Faktor |1

Faktor |11
Faktor IV
Faktor V
Faktor VI
Faktor VII

Faktor VIII

Faktor 1X

Faktor X

Faktor XI

Faktor XII
Faktor XIII

Faktor Fitzgerald
Faktor Fletcher

Fibrinogen
Protrombin

Tromoboplastin jaringan (faktor jaringan)

lon kalsium (Ca®")

Faktor labil (proaccelerin)

Belum didefinisikan*

Faktor stabil (serum prothrombin conversion accelerator
(SPCA) proconvertin)

Faktor antipembekuan darah, faktor VI11:C

(protein pembekuan darah)

Faktor Christmas (plasma thromboplastin component
(PTC), faktor B antihemofilia)

Faktor Stuart-Prower

Plasma thromboplastin antecedent (PTA)

Faktor Hageman (faktor kontak)

Fibrin-stabilizing factor (FSF)

High-molecular-weight kininogen (HMWK)
Prekallikrein

Catatan:

*Penamaan faktor VI dibatalkan karena senyawa yang dahulu dianggap sebagai
faktor pembekuan darah sebenarnya adalah prekursor dari faktor V, dan untuk
menghindari kekeliruan, faktor VI belum didefinisikan hingga saat ini.

Sumber: Angky (2011).



LAMPIRAN C. KOMPOSIS| BAHAN

C.1 Komposisi Bahan untuk Pembuatan M edia

1.

Media Nutrient Agar (NA)

Sebanyak 0,3 gr Meat Extract dan 0,5 gr Bacto Peptone ditambahkan dengan
2 gr bacto agar, dilarutkan dalam 100 ml akuades. Kemudian dipanaskan dan
disterilisasi autoklaf.

Media Nutrient Broth (NB)

Sebanyak 0,3 gr Meat Extract dan 0,5 gr Bacto Peptone dilarutkan dalam 100
ml akuades. Kemudian dipanaskan dan disterilisas autoklaf.

Media Skim Milk Agar (SMA)

Sebanyak 10 gr Skim Milk dan 2 gr Bacto Agar, masing-masing dilarutkan
dalam 50 ml akuades, dan disterilisas autoklaf. Kedua larutan tersebut
kemudian dicampurkan secara aseptis di dalam Laminar Air Flow (LAF) dan
dituang kedalam cawan petri.

Media Luria Bertani Broth (LB)

Sebanyak 0,5 gr Yeast Extract, 1 gr Bacto Triptone ditambahkan dengan 1 gr
NaCl, dilarutkan dalam 100 ml akuades. Kemudian dipanaskan dan
disterilisasi autoklaf.

Media Fibrin

Sebanyak 0,1 gr Bacto Agar dilarutkan dalam 4 ml buffer PBS 50 mM (pH
7,4) dan disterilisas autoklaf. Setelah steril, larutan agar ditambahkan dengan
1 ml fibrinogen (0,005 gr Bovine Fibrinogen dilarutkan dalam 1 ml buffer
PBS 50 mM pH 7,4). Kemudian ditambahkan 20 pl trombin (20 pg Bovine
Thrombine dilarutkan dalam 20 pl CaCl, 0,5 mM steril, dengan sterilisas
Miliphore), dan dituang kedalam petri. Kemudian didiamkan selama 30 menit
pada suhu ruang hingga terbentuk lapisan benang-benang fibrin berwarna
putih. Pencampuran bahan pembuatan media fibrin ini dilakukan secara

aseptisdi dalam Laminar Air Flow (LAF).
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C.2 Komposisi Bahan Kimia untuk Pembuatan Buffer

1.

Buffer Sampel

Sebanyak 1 ml 0,5 M Tris HCI pH 6,8; 0,8 ml gliserol; 1,6 ml SDS 10%; 0,4
ml 3-merchaptoethanol; bromophenol blue 1% dilarutkan daam 8 ml
akuabides, kemudian dihomogenkan. Buffer sampel disimpan pada suhu 4°C.
PBS50 mM pH 7,4

Sebanyak 8 gr NaCl; 0,2 gr KCI; 1,44 gr NaHPO,4 0,24 gr KH,PO,,
dilarutkan dalam 1000 ml akuabides dan dititrasi hingga pH mencapai 7,4.
Kemudian disterilisasi autoklaf.

Buffer TrisHCI 1,5M (pH 8,8)

Sebanyak 18,2 gr Tris dilarutkan dalam 40 ml akuades, kemudian dititrasi
menggunakan HCl hingga pH mencapai 8,8. Buffer ditera menggunakan
akuades hingga volum 100 ml. Buffer disimpan pada suhu 4°C.

Buffer TrisHCI 0,5M (pH 6,8)

Sebanyak 6 gr Tris dilarutkan dalam 40 ml akuades lalu dititrasi
menggunakan HCl hingga pH mencapai 6,8. Buffer ditera menggunakan
akuades hingga volum 100 ml. Buffer disimpan pada suhu 4°C.

Buffer Elektroda

Sebanyak 3 gr Tris Base; 14,4 gr Glycine; SDS 0,1 %, dilarutkan dalam 1000
ml akuades steril, dan dititrasi hingga pH mencapai 8,3.

Larutan Pewarna (staining)

Sebanyak 1 gr Coomassie Blue R-250; 450 ml Methanol; 100 ml Asam Asetat
Glasia, dilarutkan dalam 450 ml akuades steril dan disimpan pada suhu
ruang.

Larutan Peluntur (destaining)

Sebanyak 400 ml Methanol 40% (v/v) dan 100 ml Asam Asetat Glasia 10%
(v/v), ditambahkan kedalam 500 ml akuades steril dan dismpan pada suhu

ruang.
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C.3 Komposisi Bahan untuk Gel Elektroforesis 12%

Bahan Volume
Separating Gel Stacking Gel

Akrilamid/ Bis Akrilamid 40% 3ml 0,997 ml
1,5M TrisHCI (pH 8,8) 25ml -
0,5M TrisHCI (pH 6,8) - 25ml
10% SDS 100 pl 100 pl
Akuades steril 4,34 ml 6,423 ml
APS 10% 50 ul 50 ul

TEMED 5l 10 l




LAMPIRAN D. DATA MORFOLOGI ISOLAT BAKTERI
BANDEALIT KABUPATEN JEMBER
D.1 Data Morfologi I solat Bakteri Perairan Pantai Bandealit Kabupaten Jember

PANTAI

Umur 3 Hari
No. Nama lsolat Morfologi
Koloni Sel

1. BA 011109  Putih, bulat kecil, g +0,5mm Kokus, Gram Negatif
2. BA 041109*  Putih keruh, bulat kecil, g+ 1mm Kokus, Gram Negatif
3. BA 091109  Kuning muda, bulat kecil, g+1 mm Kokus, Gram Negatif
4, BA 061109  Kuning sedikit bening, bulat kecil g+1 mm Kokus, Gram Negatif
5. BA 051109  Kuning, bulat kecil , g1 mm Kokus, Gram Negatif
6. BA 131109  Putih kekuningan, bulat kecil, g +1mm Kokus, Gram Negatif
7. BA 698 Putih keruh, bulat kecil, @ 1Imm Kokus, Gram Negatif
8. BA 698* Orange muda, bulat kecil, g +1mm Kokus, Gram Negatif
9. BA 9916 Kuning muda, bulat kecil, g +0,5mm Kokus, Gram Negatif
10. BA 694 Kuning mudakeputihan, bulat kecil, @ Imm  Kokus, Gram Negatif
11. BA 6912 Putih susu, bulat kecil, @ 0,5mm Kokus, Gram Negatif
12. BA 011109* Putih susu keruh Kokus, Gram Negatif
13. BA 071109  Putih keoranyean Kokus, Gram Negatif
14. BA 9918 Putih kekuningan, bulat sedang, @ 2mm Kokus, Gram Negatif
15. BA 9920 Putih susu, bulat kecil, g 1mm Kokus, Gram Negatif

Sumber: Herawati (2010).



D.2 Gambar Morfologi Koloni Isolat Bakteri Asal Perairan Pantai Bandealit
Kabupaten Jember Umur 3 Hari

Catatan:

A isolat BA 9920

B: isolat BA 071109
C: isolat BA 091109
D: isolat BA 011109*



LAMPIRAN E. PERHITUNGAN JUMLAH SEL ISOLAT BAKTERI BA 9920

Rerata Jumlah Sel (x10%) Rerata Nt dihitung

Jam ke- Ulangan SD % kesalahan ber dasar kan
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 (x10%) rUMmus

0 80 70 80 76,7 5,8 7,5 76,7

11,51 1000 1080 1020 1033,3 41,6 4 19789,4
2351 226000 225000 206500 219166,7 10981 5 176956,9
36,03 232000 203000 217000 217333,3 14502,9 6,7 180855,9
48,01 223000 215500 218000 218833,3 3818,8 1,7 180864,3
60,07 215000 211500 213000 213166,7 1755,9 0,8 180864,3

Catatan:

e Sel bakteri diamati dengan mikroskop Olympus CX21 dengan perbesaran 100x

o Jumlah sel bakteri dihitung dengan menggunakan Haemacytometer

o Kurva pertumbuhan bakteri dibuat dengan menggunakan rumus:
_lgN{ =Ny InNy-InN,

~lge(t-tg) t-tg
N,= N, e+’

Keterangan:

T = waktu ket No = Jumlah sel padawaktu to
M = kecepatan pertumbuhan

to= waktu ke O N; = Jumlah sel padawaktu ket



F. ANALISISKONSENTRASI PROTEIN
1. Penentuan Kurva Standar Protein M etode Bradford
Konsentrasi BSA Absorbans

(Hg/ml)
0 0,000
150 0,409
200 0,560
300 0,806
350 0,875
1,00
0,90 //3
0,80 *
0'70 /'/',/,,,
' 0,60 . "y =0,0026x+0,0196
g ) R?=0,9935
g 0,50 /,./
< 0,40 P
0’30 '/,/.,./..
0’20 /',/.u
0,10 /,,/.../
0,00 6
0 50 100 150 200 250 300 350
Konsentrasi BSA (pug/ml)
2. Penentuan Konsentrasi Protein Sampel
No. Sampel Absorbansi Konsentras Protein
(mg/ml)
1 Fase atas (retentate) 0,569 0,254

2. Fase bawah (permeate) 0,193 0,066




G. PENENTUAN BERAT MOLEKUL PROTEIN BERDASARKAN
ELEKTROFORESIS SDS-PAGE

1. Berat Molekul Penanda Protein (Protein Markers)

Protein Berat Molekul
(kDa)

Myosin 200
[¢-Galactosidase 116
Bovine serum albumin 89
Glutamate dehydrogenase 61
Ovabumin 47
Carbonic anhydrase 37
Myoglobin 28
Lysozyme 21
Aprotinin 9,3

2. Jarak Migrasi dan Log Berat Molekul Penanda Protein (Protein Markers)

Jarak Migrasi (cm) Log Berat Molekul

0,8 53
1,6 5,0
2,3 49
3,1 47
41 4.6
52 45
6,6 4.4
8,1 4.3

84 3.9




3. KurvaRegres Berat Molekul Penanda Protein (Protein Markers)

6.000

5,000 Q“M

_.__‘.-\_ __h’\‘_ __*H_M_h*

y =-0,1408x + 5,3084
R?= 0,94

b2
(=4
=4
=

Log BM Protein Markers
led
[=]
=
L=

1,000

0,000
0 2 4 6 8 10

Jarak Migrasi Protein Markers

4. Penentuan Berat Molekul Protein Sampel

Jarak Migras Sampel  Nilai Regres Antilog y Berat Molekul Protein

(cm) (y) Sampel (kDa)
39 4,76 57543,99 57,5
38 4,78 60255,95 60,2

2,9 4,91 81283,05 81,2
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